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ZĠƐƵŵĠ
 
 
La peau est un organe complexe et sa réparation fait intervenir de multiples cellules et 
molécules selon un processus spatio-temporel fin. Lorsque ce processus est perturbé, la 
cicatrisation n’aboutit plus, elle est dite chronique, et c’est un problème majeur de santé 
publique, causant morbidité et mortalité importantes. 
Le « pied diabétique » est l’une de ces plaies chroniques et est responsable, en l’absence de 
traitement actuellement efficace, de l’amputation d’un l’orteil, du pied ou de la jambe de près 
de 10 % des patients diabétiques au cours de leur vie. 
La neuropathie périphérique, dysfonction et destruction des fibres nerveuses, est une 
complication du diabète qui touche 30 à 50 % des patients et est le facteur de risque principal 
dans le développement du pied diabétique. 
Ainsi, afin d’améliorer la compréhension de la survenue du pied diabétique et de sa mauvaise 
cicatrisation, dans ce travail de thèse nous avons étudié sur la souris l’impact de la neuropathie 
diabétique et de sa sévérité sur i/ la structure et les propriétés physiques de la peau pouvant 
conduire à une fragilité, puis sur ii/ la durée de fermeture de la lésion, les processus de 
cicatrisation modifiés, et les molécules différemment exprimées. 
Pour ceci, nous avons développé et breveté un modèle d’induction de lésions sur souris 
combinant les facteurs à l’origine du pied diabétique : pression et friction. Ce modèle original 
a permis d’observer que la peau est fragilisée dès l’atteinte de petites fibres nerveuses cutanées 
avec le diabète, et que l’atteinte supplémentaire des grosses fibres nerveuses myélinisées 
aggrave cette fragilité. Cela conduit à des ulcères de pression dont la cicatrisation est d’autant 
plus retardée que la neuropathie diabétique est sévère. Cette durée de fermeture de la lésion 
semble due à un retard de réépidermisation, notamment via une dérégulation de l’expression, 
de l’assemblage et de la maturation du complexe RAMP1-CLR-RCP, récepteur du CGRP. 
 
 
 
Mots clés : peau, cicatrisation, diabète, neuropathie, ulcère de pression, épiderme, 
neuromédiateurs, CGRP. 
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The skin is a complex organ and its repair involves multiple cells and molecules in a specific 
spacio-temporal process. When this process is disrupted, healing is no longer successful, 
leading to chronic wound, which is a major public health issue, causing significant morbidity 
and mortality. 
The "diabetic foot ulcer" is one of these chronic wounds and is responsible, in the absence 
of effective treatment, for amputation of a toe, foot or leg of almost 10 % of diabetic patients 
during their lifetime. 
Peripheral neuropathy, which is a dysfunction and destruction of nerve fibers, is a 
complication of diabetes that affects 30-50% of patients and is the major risk factor in diabetic 
foot ulcer development. 
Thus, in order to improve the understanding of diabetic foot ulcer occurrence and its 
impaired healing process, in this thesis work we studied on mice the impact of diabetic 
neuropathy and its severity on i/ the structure and the physical properties of skin that can lead 
to fragility, then on ii/ the duration of wound closure, the impaired healing processes, and the 
molecules differently expressed. 
For this, we developed and patented a mouse lesion induction model combining the factors 
responsible for the diabetic foot ulcer: pressure and friction. This original model allowed to 
observe that the skin is weakened as soon as small cutaneous nerve fibers are affected by 
diabetes, and that the additional degradation of the myelinated large nerve fibers increases this 
fragility. This leads to pressure ulcers with the more severe neuropathy, the more wound healing 
delay. This PhD study highlighted the involvement of the CGRP pathway, via the deregulation 
of the expression, the assembly and the maturation of its receptor complex RAMP1-CLR-RCP, 
that could participate in delaying reepithelialization. 
 
 
 
Thesis title: “Cutaneous fragility and delayed healing process of pressure ulcer with diabetic 
neuropathy: study in a mouse model”. 
 
Key worlds: skin, wound healing, diabetes, neuropathy, pressure ulcer, epidermis, 
neuromediators, CGRP.  
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Philippe Besson, En l'absence des hommes 
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ŶŶĞǆĞϭ͘ŚĂƉŝƚƌĞĚĞůŝǀƌĞƉƵďůŝĠ͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘ϭϴϯ
ŶŶĞǆĞϮ͘EŽƌŵĂůŝƐĂƚŝŽŶĚĞƐƌĠƐƵůƚĂƚƐĚĞǁĞƐƚĞƌŶͲďůŽƚ͘ ͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘Ϯϭϯ
ŶŶĞǆĞϯ͘ƌĞǀĞƚĚĠƉŽƐĠƐƵƌůĞŵŽĚğůĞĚ͛ŝŶĚƵĐƚŝŽŶĚ͛ƵŶƵůĐğƌĞĚĞƉƌĞƐƐŝŽŶĐŚĞǌůĂƐŽƵƌŝƐ͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘Ϯϭϰ
ŶŶĞǆĞϰ͘ǆƉƌĞƐƐŝŽŶĚĞƐŵĂƌƋƵĞƵƌƐďŝŽůŽŐŝƋƵĞƐĂƵĐŽƵƌƐĚĞůĂĐŝĐĂƚƌŝƐĂƚŝŽŶĚĞů͛ƵůĐğƌĞĚĞƉƌĞƐƐŝŽŶĐŚĞǌůĞƐ
ƐŽƵƌŝƐϴƐĞŵĂŝŶĞƐ͘ ͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘Ϯϯϴ
ϭ͘ŝŶĠƚŝƋƵĞĚ͛ĞǆƉƌĞƐƐŝŽŶĚƵ'ZWĞƚĚĞƐŽŶƌĠĐĞƉƚĞƵƌZDWϭͲ>ZͲZWăϴƐĞŵĂŝŶĞƐ͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘Ϯϯϵ
Ϯ͘ŝŶĠƚŝƋƵĞĚ͛ĞǆƉƌĞƐƐŝŽŶĚĞ^W͕E<ϭZ͕EW͕E'&͕ƉϳϱEdZ͕dƌŬĞƚƉĠƌŝŽƐƚŝŶĞăϴƐĞŵĂŝŶĞƐ͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘ϮϰϬ
ŶŶĞǆĞϱ͘ƌƚŝĐůĞƌĠĚŝŐĠƐƵƌů͛ĞǆƉƌĞƐƐŝŽŶĚƵ'ZWĞƚĚĞƐŽŶƌĠĐĞƉƚĞƵƌƉĞŶĚĂŶƚůĂĐŝĐĂƚƌŝƐĂƚŝŽŶĚĞů͛ƵůĐğƌĞĚĞ
ƉƌĞƐƐŝŽŶĂǀĞĐůĞĚŝĂďğƚĞ͘͘ ͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘Ϯϰϭ
 
 
 ϭϭ
 
>ŝƐƚĞĚĞƐĂďƌĠǀŝĂƚŝŽŶƐ
 
Į-SMA Smooth muscle actin alpha 
ADNc  Acide désoxyribonucléique complémentaire 
AGE  Advanced glycation end products 
ANOVA Test d’analyse de la variance 
ARN  Acide ribonucléique 
ARNm  Acide ribonucléique messager 
C4wk, C8wk Groupe de souris Contrôle 4/8 semaines après l’injection de tampon citrate 
CGRP  Calcitonin gene-related peptide 
CLR  Calcitonin receptor-like receptor 
D4wk, D8wk Groupe de souris Diabétique 4/8 semaines après l’injection de STZ 
db/db  Souris avec déficience du gène de la leptine induisant un diabète de type 2 
ECE-1  Endothelin-converting enzyme 1 
EGF  Epidermal growth factor 
EPUAP European Pressure Ulcer Advisory Panel 
FGF  Fibroblast growth factor 
GRD  Ganglions de la racine dorsale 
HE(S)  Hématoxyline éosine (safran) 
IENF  Intraepidermal nerve fiber 
IGF-1   Insulin-like growth factor-1 
IGF-1R  Insulin-like growth factor-1 receptor 
JDE  Jonction dermo-épidermique 
K10  Kératine 10 
K14  Kératine 14 
KGF  Keratinocyte growth factor 
IL  Interleukine 
IL-1RA Interleukin-1 receptor antagonist 
MCP-1  Monocyte chemoattractant protein 1 
MEC  Matrice extracellulaire 
mmHg  Millimètre de mercure (unité de pression) 
MMP  Matrix metallopeptidases 
MNCV  Motor nerve conduction velocity 
MTT  Bromure de 3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyl tetrazolium 
NEP  Neutral endopeptidase 
NGF  Nerve growth factor 
NK1R  Neurokinin 1 receptor, récepteur de la substance P 
NPUAP National Pressure Ulcer Advisory Panel 
p75NTR Neurotrophin receptor p75 
PDGF  Platelet-derived growth factor 
PGP9.5 Protein gene product 9.5 
PPPIA  Pan Pacific pressure injury alliance 
qPCR  Réaction en chaîne par polymérase (PCR) quantitative 
RAMP  Receptor Activity Modifying Protein 
RCP  Receptor component protein 
SP  Substance P 
sRAGE Récepteur soluble des AGE  
STZ  Streptozotocine 
TA  Température ambiante 
TGF  Transforming growth factor 
TIMP  Tissue inhibitor of metalloproteinases 
TNF  Tumor necrosis factor 
TrkA  Tropomyosin receptor kinase A 
TRPA1 Transient receptor potential ankyrin 1 
TRPV1 Transient receptor potential vanilloid 1 
VEGF  Vascular endothelial growth factor  
 ϭϮ
 
>ŝƐƚĞĚĞƐŝůůƵƐƚƌĂƚŝŽŶƐ
 
&ŝŐƵƌĞϭ͘WƌĠǀĂůĞŶĐĞĞƚĐŽŵƉůŝĐĂƚŝŽŶƐĚƵĚŝĂďğƚĞĞŶ&ƌĂŶĐĞ͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘ϭϳ
&ŝŐƵƌĞϮ͘^ĐŚĠŵĂĚĞůĂƐƚƌƵĐƚƵƌĞŐĠŶĠƌĂůĞĚĞůĂƉĞĂƵ͘͘ ͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘Ϯϯ
&ŝŐƵƌĞϯ͘^ƚƌƵĐƚƵƌĞĚĞů͛ĠƉŝĚĞƌŵĞĞƚŵĂƌƋƵĞƵƌƐƉƌŽƚĠŝƋƵĞƐ͘͘ ͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘Ϯϰ
&ŝŐƵƌĞϰ͘>ŽĐĂůŝƐĂƚŝŽŶĚƵĚĞƌŵĞƉĂƉŝůůĂŝƌĞĞƚƌĠƚŝĐƵůĂŝƌĞƐƵƌƵŶĞƉŚŽƚŽĚ͛ƵŶĞĐŽƵƉĞĚĞƉĞĂƵĐŽůŽƌĠĞăů͛,͘͘ ͘͘͘Ϯϲ
&ŝŐƵƌĞϱ͘WŚŽƚŽĚ͛ƵŶĞĐŽƵƉĞĚĞƚŝƐƐƵĂĚŝƉĞƵǆĚĞƌŵŝƋƵĞĐŽůŽƌĠĞăů͛,͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘Ϯϳ
&ŝŐƵƌĞϲ͘^ĐŚĠŵĂĞƚƉŚŽƚŽĚ͛ƵŶĞĐŽƵƉĞĚĞƉĞĂƵĐŽŶƚĞŶĂŶƚĚĞƐĂŶŶĞǆĞƐĐƵƚĂŶĠĞƐĐŽůŽƌĠĞăů͛,͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘Ϯϴ
&ŝŐƵƌĞϳ͘WŚŽƚŽĚ͛ƵŶĞĐŽƵƉĞĚĞƉĞĂƵŚƵŵĂŝŶĞĂǀĞĐƵŶŝŵŵƵŶŽŵĂƌƋƵĂŐĞĚĞƐĨŝďƌĞƐŶĞƌǀĞƵƐĞƐ͘͘ ͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘Ϯϵ
&ŝŐƵƌĞϴ͘^ĐŚĠŵĂĚĞů͛ŝŶŶĞƌǀĂƚŝŽŶĐƵƚĂŶĠĞ͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘ϯϬ
&ŝŐƵƌĞϵ͘>ĞƐƉŚĂƐĞƐĚĞĐŝĐĂƚƌŝƐĂƚŝŽŶĐƵƚĂŶĠĞŶŽŶƉĂƚŚŽůŽŐŝƋƵĞ͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘ϯϰ
&ŝŐƵƌĞϭϬ͘>ĞƐƚǇƉĞƐĐĞůůƵůĂŝƌĞƐĞƚŵŽůĠĐƵůĞƐŝŵƉůŝƋƵĠĞƐƉĞŶĚĂŶƚůĂĐŝĐĂƚƌŝƐĂƚŝŽŶĐƵƚĂŶĠĞ͘͘ ͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘ϯϱ
&ŝŐƵƌĞϭϭ͘ZĠĐĞƉƚĞƵƌƐŵĞŵďƌĂŶĂŝƌĞƐĚĞƐƉĞƉƚŝĚĞƐĚĞůĂƐƵƉĞƌĨĂŵŝůůĞĚĞƐͨĐĂůĐŝƚŽŶŝŶŐĞŶĞƉĞƉƚŝĚĞƐͩĞƚĂĨĨŝŶŝƚĠ
ƌĞƐƉĞĐƚŝǀĞƉŽƵƌůĞƵƌƐůŝŐĂŶĚƐ͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘ϰϭ
&ŝŐƵƌĞϭϮ͘^ĐŚĠŵĂĚƵƌĠĐĞƉƚĞƵƌĨŽŶĐƚŝŽŶŶĞůĚƵ'ZWĐŽŵƉŽƐĠĚƵĐŽŵƉůĞǆĞĚĞZDWϭ͕>ZĞƚZW͘͘ ͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘ϰϭ
&ŝŐƵƌĞϭϯ͘^ĐŚĠŵĂĚĞͬůĂƌĠŐƵůĂƚŝŽŶĞƚͬů͛ĂĐƚŝǀŝƚĠĚŝƌĞĐƚĞĚĂŶƐůĂĐŝĐĂƚƌŝƐĂƚŝŽŶĚĞE'&͕dZWsϭ͕^WĞƚ'ZW͘ϰϰ
&ŝŐƵƌĞϭϰ͘ŽŵƉĂƌĂŝƐŽŶŵŽƌƉŚŽůŽŐŝƋƵĞĚĞůĂƉĞĂƵŚƵŵĂŝŶĞĞƚĚĞůĂƉĞĂƵĚĞƐŽƵƌŝƐ͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘ϰϱ
&ŝŐƵƌĞϭϱ͘ŽŵƉĂƌĂŝƐŽŶŚŝƐƚŽůŽŐŝƋƵĞĚĞůĂƉĞĂƵŚƵŵĂŝŶĞĞƚĚĞůĂƉĞĂƵĚĞƐŽƵƌŝƐ͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘ϰϲ
&ŝŐƵƌĞϭϲ͘>ŝĞŶƐƵƉƉŽƐĠĞŶƚƌĞů͛ŚǇƉĞƌŐůǇĐĠŵŝĞĞƚůĂƐƵƌǀĞŶƵĞĚĞƐĐŽŵƉůŝĐĂƚŝŽŶƐǀĂƐĐƵůĂŝƌĞƐĐŚĞǌůĞƐĚŝĂďĠƚŝƋƵĞƐ
ĚĞƚǇƉĞϭĞƚϮ͘͘ ͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘ϱϬ
&ŝŐƵƌĞϭϳ͘ůĂƐƐŝĨŝĐĂƚŝŽŶĂĐƚƵĞůůĞĚĞƐůĠƐŝŽŶƐĚĞƉƌĞƐƐŝŽŶƐĞůŽŶůĞEWhW͘͘ ͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘ϱϯ
&ŝŐƵƌĞϭϴ͘DĠĐĂŶŝƐŵĞƐĚĞůĂŶĞƵƌŽƉĂƚŚŝĞĚŝĂďĠƚŝƋƵĞ͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘ϱϲ
&ŝŐƵƌĞϭϵ͘DŽĚğůĞƐĚĞůĠƐŝŽŶƐƵƚŝůŝƐĠƐĐŚĞǌůĂƐŽƵƌŝƐƉŽƵƌů͛ĠƚƵĚĞĚĞůĂĐŝĐĂƚƌŝƐĂƚŝŽŶĚĞƐƉůĂŝĞƐĚŝĂďĠƚŝƋƵĞƐ͘͘͘͘͘͘ϱϵ
&ŝŐƵƌĞϮϬ͘WŚĂƐĞƐĞƚƉƌŽĐĞƐƐƵƐĚĞĐŝĐĂƚƌŝƐĂƚŝŽŶĂůƚĠƌĠƐƉĂƌůĞĚŝĂďğƚĞƉŽƵǀĂŶƚĐŽŶĚƵŝƌĞăůĂĐŚƌŽŶŝĐŝƚĠĚĞƐ
ůĠƐŝŽŶƐ͘͘ ͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘ϱϵ
&ŝŐƵƌĞϮϭ͘^ĐŚĠŵĂĚĞů͛ŝŶƐƚĂůůĂƚŝŽŶƵƚŝůŝƐĠĞƉŽƵƌĚĠƚĞƌŵŝŶĞƌůĂƐĞŶƐŝďŝůŝƚĠƚŚĞƌŵŝƋƵĞŶŽĐŝĐĞƉƚŝǀĞĐƵƚĂŶĠĞ͘ ͘͘͘͘͘͘ϳϭ
&ŝŐƵƌĞϮϮ͘^ĐŚĠŵĂĚĞů͛ŝŶƐƚĂůůĂƚŝŽŶƉŽƵƌůĂŵĞƐƵƌĞĚĞůĂǀŝƚĞƐƐĞĚĞĐŽŶĚƵĐƚŝŽŶŶĞƌǀĞƵƐĞĚƵŶĞƌĨƐĐŝĂƚŝƋƵĞ͘͘͘͘͘͘ϳϮ
&ŝŐƵƌĞϮϯ͘WŚŽƚŽĚĞƐĂŝŵĂŶƚƐƵƚŝůŝƐĠƐƉŽƵƌŝŶĚƵŝƌĞƵŶƵůĐğƌĞĚĞƉƌĞƐƐŝŽŶ͘ ͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘ϳϳ
&ŝŐƵƌĞϮϰ͘^ĐŚĠŵĂĚĞƐĚĠĐŽƵƉĞƐĚĞƉĞĂƵƌĠĂůŝƐĠĞƐƐƵƌůĞƐůĠƐŝŽŶƐĚĞƉƌĞƐƐŝŽŶŽƵĐŝĐĂƚƌŝĐĞƐƉŽƵƌů͛ĂŶĂůǇƐĞ
ƉƌŽƚĠŝƋƵĞ͕Ě͛ĞǆƉƌĞƐƐŝŽŶŐĠŶŝƋƵĞĞƚĞŶĐŽƵƉĞ͘͘ ͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘ϳϵ
&ŝŐƵƌĞϮϱ͘'ƌŝůůĞZŽDdƉŽƵƌů͛ĠǀĂůƵĂƚŝŽŶǀŝƐƵĞůůĞĚĞƐůĠƐŝŽŶƐĐŚĞǌůĂƐŽƵƌŝƐ͘͘ ͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘ϴϬ
&ŝŐƵƌĞϮϲ͘>ĞƐϯϬƉŚŽƚŽƐĚĞƉĞĂƵͬůĠƐŝŽŶĚĞƐŽƵƌŝƐƉƌĠƐĞŶƚĠĞƐĂƵWĂŶĞůƉŽƵƌů͛ƚƵĚĞ͘͘ ͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘ϴϭ
&ŝŐƵƌĞϮϳ͘WŚŽƚŽĞƚƐĐŚĠŵĂƉŽƵƌůĂƌĠĂůŝƐĂƚŝŽŶĚ͛ƵŶĞůĠƐŝŽŶĚĞƉƌĞƐƐŝŽŶƐƵƌƉĞĂƵĞǆǀŝǀŽ͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘ϴϯ
&ŝŐƵƌĞϮϴ͘WŚŽƚŽĚĞĚĞƵǆĞǆƚƌĂŝƚƐĚΖZEƐĠƉĂƌĠƐƐƵƌŐĞůĂƉƌğƐƌĠǀĠůĂƚŝŽŶ͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘ϴϳ
&ŝŐƵƌĞϮϵ͘ǀŽůƵƚŝŽŶĚĞůĂŐůǇĐĠŵŝĞĞƚĚƵƉŽŝĚƐĚĞƐƐŽƵƌŝƐĐŽŶƚƌƀůĞƐĞƚĚŝĂďĠƚŝƋƵĞƐ͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘ϵϵ
&ŝŐƵƌĞϯϬ͘ǀĂůƵĂƚŝŽŶĚĞů͛ĂƚƚĞŝŶƚĞŶĞƌǀĞƵƐĞĐŚĞǌůĞƐƐŽƵƌŝƐĚŝĂďĠƚŝƋƵĞƐăϰĞƚϴƐĞŵĂŝŶĞƐ͕ĐŽŵƉĂƌĂƚŝǀĞŵĞŶƚ
ĂƵǆƐŽƵƌŝƐĐŽŶƚƌƀůĞƐĚƵŵġŵĞąŐĞ͘͘ ͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘ϭϬϬ
&ŝŐƵƌĞϯϭ͘WŚŽƚŽƐŵĂĐƌŽƐĐŽƉŝƋƵĞƐĚĞƐůĠƐŝŽŶƐŵĂǆŝŵĂůĞƐŽďƚĞŶƵĞƐă:ϱĐŚĞǌƐŽƵƌŝƐĐŽŶƚƌƀůĞƐĞƚĚŝĂďĠƚŝƋƵĞƐ
ĂƉƌğƐŝŶĚƵĐƚŝŽŶƉĂƌĐŽŵƉƌĞƐƐŝŽŶƐĞƵůĞ͕ĞƚƉŚŽƚŽƐĚĞƐĐŽƵƉĞƐŚŝƐƚŽůŽŐŝƋƵĞƐĐŽůŽƌĠĞƐăů͛,^͕͘ ͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘ϭϬϮ
&ŝŐƵƌĞϯϮ͘WŚŽƚŽƐŵĂĐƌŽƐĐŽƉŝƋƵĞƐĚĞů͛ĠǀŽůƵƚŝŽŶĚĞƐůĠƐŝŽŶƐĚĞƉƌĞƐƐŝŽŶĂǀĞĐͬƐĂŶƐĨŝůŵ͕ĂǀĞĐͬƐĂŶƐĨƌŝĐƚŝŽŶĐŚĞǌ
ƐŽƵƌŝƐĐŽŶƚƌƀůĞƐĞƚĚŝĂďĠƚŝƋƵĞƐ͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘ϭϬϯ
&ŝŐƵƌĞϯϯ͘WŚŽƚŽƐŵĂĐƌŽƐĐŽƉŝƋƵĞƐĚĞƐůĠƐŝŽŶƐŽďƚĞŶƵĞƐă:ϱĐŚĞǌƐŽƵƌŝƐĐŽŶƚƌƀůĞƐĞƚĚŝĂďĠƚŝƋƵĞƐĂǀĞĐůĞ
ŵŽĚğůĞĚ͛ŝŶĚƵĐƚŝŽŶĚ͛ƵůĐğƌĞĚĞƉƌĞƐƐŝŽŶďƌĞǀĞƚĠ͕ƉŚŽƚŽĚĞƐĐŽƵƉĞƐŚŝƐƚŽůŽŐŝƋƵĞƐĐŽůŽƌĠĞƐăů͛,^͘͘͘͘͘ϭϬϯ
&ŝŐƵƌĞϯϰ͘WŚŽƚŽƐĚĞƐϮϬůĠƐŝŽŶƐĚĞů͛ƚƵĚĞ͕ƐĐŽƌĞƐZŽDdŵĠĚŝĂŶƐĚŽŶŶĠƐƉĂƌůĞWĂŶĞůĞƚĠǀĂůƵĂƚŝŽŶ
ŚŝƐƚŽůŽŐŝƋƵĞĚĞůĂƌĠĠƉŝƚŚĠůŝĂůŝƐĂƚŝŽŶƉĂƌƵŶůĂďŽƌĂƚŽŝƌĞŝŶĚĠƉĞŶĚĂŶƚ͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘ϭϬϲ
&ŝŐƵƌĞϯϱ͘^ĐŽƌĞƐZŽDdĚĞůĠƐŝŽŶƐƐƵƌƐŽƵƌŝƐĚĞů͛ƚƵĚĞ͕ĐŽƵƉĞƐŚŝƐƚŽůŽŐŝƋƵĞƐĐŽƌƌĞƐƉŽŶĚĂŶƚĞƐĐŽůŽƌĠĞƐă
ů͛,^ĞƚŝŵŵƵŶŽŵĂƌƋƵĂŐĞƐĚĞƉƌŽƚĠŝŶĞƐĚĞĚŝĨĨĠƌĞŶĐŝĂƚŝŽŶĠƉŝĚĞƌŵŝƋƵĞ͘͘ ͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘ϭϬϳ
&ŝŐƵƌĞϯϲ͘ĂƌĂĐƚĠƌŝƐĂƚŝŽŶŚŝƐƚŽůŽŐŝƋƵĞĚĞůĂƉĞĂƵĚĞƐƐŽƵƌŝƐĐŽŶƚƌƀůĞƐĞƚĚŝĂďĠƚŝƋƵĞƐϰǁŬĞƚϴǁŬ͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘ϭϭϬ
&ŝŐƵƌĞϯϳ͘ĂƌĂĐƚĠƌŝƐĂƚŝŽŶĚĞƐƉƌŽƉƌŝĠƚĠƐŵĠĐĂŶŝƋƵĞƐĞƚĚ͛ŚǇĚƌĂƚĂƚŝŽŶĚĞůĂƉĞĂƵĚĞƐƐŽƵƌŝƐĐŽŶƚƌƀůĞƐĞƚ
ĚŝĂďĠƚŝƋƵĞƐϰǁŬĞƚϴǁŬ͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘ϭϭϭ
 ϭϯ
 
&ŝŐƵƌĞϯϴ͘WŚŽƚŽƐŵĂĐƌŽƐĐŽƉŝƋƵĞƐĚĞƐůĠƐŝŽŶƐĚĞƉƌĞƐƐŝŽŶŝŶĚƵŝƚĞƐĐŚĞǌůĞƐƐŽƵƌŝƐĐŽŶƚƌƀůĞƐĞƚĚŝĂďĠƚŝƋƵĞƐϰǁŬ
ĞƚϴǁŬĞƚƐƵƌĨĂĐĞƐůĠƐĠĞƐŵĂǆŝŵĂůĞƐ͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘ϭϭϭ
&ŝŐƵƌĞϯϵ͘ǀŽůƵƚŝŽŶŵĂĐƌŽƐĐŽƉŝƋƵĞĚĞƐůĠƐŝŽŶƐĚĞƉƌĞƐƐŝŽŶŝŶĚƵŝƚĞƐĐŚĞǌůĞƐƐŽƵƌŝƐĐŽŶƚƌƀůĞƐĞƚĚŝĂďĠƚŝƋƵĞƐ
ϰǁŬĞƚϴǁŬĞƚƐĐŽƌĞƐZŽDdĐŽƌƌĞƐƉŽŶĚĂŶƚƐ͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘ϭϭϰ
&ŝŐƵƌĞϰϬ͘ǀŽůƵƚŝŽŶŵĂĐƌŽƐĐŽƉŝƋƵĞĚĞůĂƐƵƌĨĂĐĞůĠƐĠĞƌĂƉƉŽƌƚĠĞĞŶƉŽƵƌĐĞŶƚĂŐĞĚĞůĂƐƵƌĨĂĐĞŵĂǆŝŵĂůĞĐŚĞǌ
ůĞƐƐŽƵƌŝƐĐŽŶƚƌƀůĞƐĞƚĚŝĂďĠƚŝƋƵĞƐϰǁŬĞƚϴǁŬ͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘ϭϭϱ
&ŝŐƵƌĞϰϭ͘ǀŽůƵƚŝŽŶŚŝƐƚŽůŽŐŝƋƵĞĚĞƐůĠƐŝŽŶƐĚĞƉƌĞƐƐŝŽŶŝŶĚƵŝƚĞƐĐŚĞǌůĞƐƐŽƵƌŝƐĐŽŶƚƌƀůĞƐϰǁŬĞƚϴǁŬ͘͘͘͘͘͘͘͘ϭϭϲ
&ŝŐƵƌĞϰϮ͘ǀŽůƵƚŝŽŶŚŝƐƚŽůŽŐŝƋƵĞĚĞƐůĠƐŝŽŶƐĚĞƉƌĞƐƐŝŽŶŝŶĚƵŝƚĞƐĐŚĞǌůĞƐƐŽƵƌŝƐĚŝĂďĠƚŝƋƵĞƐϰǁŬĞƚϴǁŬ͘͘͘͘͘ϭϭϳ
&ŝŐƵƌĞϰϯ͘DĞƐƵƌĞĚĞů͛ĠƉĂŝƐƐĞƵƌŵĂǆŝŵĂůĞĚƵŶĠŽĠƉŝĚĞƌŵĞĂƵĐŽƵƌƐĚĞůĂĐŝĐĂƚƌŝƐĂƚŝŽŶĚĞƐůĠƐŝŽŶƐĚĞƉƌĞƐƐŝŽŶ
ŝŶĚƵŝƚĞƐĐŚĞǌůĞƐƐŽƵƌŝƐĐŽŶƚƌƀůĞƐĞƚĚŝĂďĠƚŝƋƵĞƐϰǁŬĞƚϴǁŬ͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘ϭϭϴ
&ŝŐƵƌĞϰϰ͘'ZWƉƌŽƚĞŝŶĞǆƉƌĞƐƐŝŽŶĚƵƌŝŶŐƉƌĞƐƐƵƌĞƵůĐĞƌŚĞĂůŝŶŐ͘ ͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘ϭϮϬ
&ŝŐƵƌĞϰϱ͘^ƉĂĐŝŽͲƚĞŵƉŽƌĂůĞǆƉƌĞƐƐŝŽŶŽĨZDWϭĂŶĚ>ZĚƵƌŝŶŐƐŬŝŶƉƌĞƐƐƵƌĞƵůĐĞƌŚĞĂůŝŶŐ͘ ͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘ϭϮϮ
&ŝŐƵƌĞϰϲ͘ZDWϭ͕>ZĂŶĚZWƉƌŽƚĞŝŶĞǆƉƌĞƐƐŝŽŶĚƵƌŝŶŐƉƌĞƐƐƵƌĞƵůĐĞƌŚĞĂůŝŶŐ͘ ͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘ϭϮϯ
&ŝŐƵƌĞϰϳ͘/ŵŵƵŶŽƉƌĞĐŝƉŝƚĂƚŝŽŶŽĨZWƉĂƌƚŶĞƌƐƚŽŝĚĞŶƚŝĨǇƉƌĞƐĞŶĐĞŽĨŵĂƚƵƌĞ'ZWĐŽŵƉůĞǆƌĞĐĞƉƚŽƌ͘͘ ͘͘͘͘ϭϮϯ
&ŝŐƵƌĞϰϴ͘ǆƉƌĞƐƐŝŽŶƉƌŽƚĠŝƋƵĞĚĞůĂ^W͕ĚĞƐŽŶƌĠĐĞƉƚĞƵƌE<ϭZ͕ĞƚĚĞůĂEĞƵƌŽĞŶĚŽƉĞƉƚŝĚĂƐĞ;EWͿĚĂŶƐůĂ
ƉĞĂƵŶŽŶůĠƐĠĞĞƚĚƵƌĂŶƚůĂĐŝĐĂƚƌŝƐĂƚŝŽŶĚĞů͛ƵůĐğƌĞĚĞƉƌĞƐƐŝŽŶŝŶĚƵŝƚĐŚĞǌůĞƐƐŽƵƌŝƐĐŽŶƚƌƀůĞƐĞƚ
ĚŝĂďĠƚŝƋƵĞƐ͘͘ ͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘ϭϮϱ
&ŝŐƵƌĞϰϵ͘ǆƉƌĞƐƐŝŽŶƉƌŽƚĠŝƋƵĞĚƵE'&ĞƚĚĞƐĞƐƌĠĐĞƉƚĞƵƌƐƉϳϱEdZĞƚdƌŬĚĂŶƐůĂƉĞĂƵŶŽŶůĠƐĠĞĞƚĚƵƌĂŶƚ
ůĂĐŝĐĂƚƌŝƐĂƚŝŽŶĚĞů͛ƵůĐğƌĞĚĞƉƌĞƐƐŝŽŶŝŶĚƵŝƚĐŚĞǌůĞƐƐŽƵƌŝƐĐŽŶƚƌƀůĞƐĞƚĚŝĂďĠƚŝƋƵĞƐ͘͘ ͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘ϭϮϲ
&ŝŐƵƌĞϱϬ͘ǆƉƌĞƐƐŝŽŶƉƌŽƚĠŝƋƵĞĚĞůĂƉĠƌŝŽƐƚŝŶĞĚĂŶƐůĂƉĞĂƵŶŽŶůĠƐĠĞĞƚĚƵƌĂŶƚůĂĐŝĐĂƚƌŝƐĂƚŝŽŶĚĞů͛ƵůĐğƌĞĚĞ
ƉƌĞƐƐŝŽŶŝŶĚƵŝƚĐŚĞǌůĞƐƐŽƵƌŝƐĐŽŶƚƌƀůĞƐĞƚĚŝĂďĠƚŝƋƵĞƐ͘͘ ͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘ϭϮϳ
&ŝŐƵƌĞϱϭ͘^ƵŝǀŝŚŝƐƚŽůŽŐŝƋƵĞĞƚŵĂĐƌŽƐĐŽƉŝƋƵĞĚĞƉĞĂƵĚĞƐŽƵƌŝƐĐŽŶƚƌƀůĞƐĞƚĚŝĂďĠƚŝƋƵĞƐϰǁŬĞƚϴǁŬƉŽƐƚͲ
ĐŽŵƉƌĞƐƐŝŽŶĞǆǀŝǀŽ͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘ϭϯϬ
&ŝŐƵƌĞϱϮ͘dĂƵǆƌĞůĂƚŝĨĚĞĐǇƚŽŬŝŶĞƐƐĠĐƌĠƚĠĞƐƉŽƐƚͲĐŽŵƉƌĞƐƐŝŽŶĞǆǀŝǀŽƉĂƌůĂƉĞĂƵĚĞƐŽƵƌŝƐĚŝĂďĠƚŝƋƵĞǀĞƌƐƵƐ
ƉĞĂƵĐŽŶƚƌƀůĞϰǁŬ͘͘ ͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘ϭϯϭ
&ŝŐƵƌĞϱϯ͘ǆƉƌĞƐƐŝŽŶŐĠŶŝƋƵĞĞƚƉƌŽƚĠŝƋƵĞĚƵ'ZWĚĂŶƐůĂƉĞĂƵŶŽŶůĠƐĠĞĚĞƐϰǁŬĞƚϰǁŬ͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘ϭϯϳ
&ŝŐƵƌĞϱϰ͘ǆƉƌĞƐƐŝŽŶŐĠŶŝƋƵĞĞƚƉƌŽƚĠŝƋƵĞĚƵ'ZWĚĂŶƐůĂƉĞĂƵůĠƐĠĞă:ϱĚĞƐϰǁŬĞƚϰǁŬ͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘ϭϰϰ
&ŝŐƵƌĞϱϱ͘WŚŽƚŽƐƌĞƉƌĠƐĞŶƚĂƚŝǀĞƐĚĞǁĞƐƚĞƌŶͲďůŽƚĂǀĞĐƵŶĂŶƚŝĐŽƌƉƐĂŶƚŝͲĂĐƚŝŶĞĞƚĚƵƐŝŐŶĂůĚĞƐƉƌŽƚĠŝŶĞƐ
ƚŽƚĂůĞƐĞŶĐŽůŽƌĂƚŝŽŶZŽƵŐĞƉŽŶĐĞĂƵĚĂŶƐůĂƉĞĂƵŶŽŶůĠƐĠĞĞƚůĠƐĠĞĐŚĞǌůĞƐƐŽƵƌŝƐĐŽŶƚƌƀůĞƐĞƚ
ĚŝĂďĠƚŝƋƵĞƐϰǁŬĞƚϴǁŬ͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘Ϯϭϯ
&ŝŐƵƌĞϱϲ͘WŚŽƚŽƐƌĞƉƌĠƐĞŶƚĂƚŝǀĞƐĚĞůĂƉĞĂƵĚĞƐƐŽƵƌŝƐũƵƐƚĞĂǀĂŶƚů͛ŝŶĚƵĐƚŝŽŶĚĞƐůĠƐŝŽŶƐĚĞƉƌĞƐƐŝŽŶ͘͘ ͘͘͘͘͘͘͘Ϯϯϴ
&ŝŐƵƌĞϱϳ͘ǆƉƌĞƐƐŝŽŶƉƌŽƚĠŝƋƵĞĚƵ'ZW͕ĚĞZDWϭ͕>ZĞƚZWĞƚŝŵŵƵŶŽƉƌĠĐŝƉŝƚĂƚŝŽŶĚĞZWĚĂŶƐůĂƉĞĂƵ
ŶŽŶůĠƐĠĞĞƚĚƵƌĂŶƚůĂĐŝĐĂƚƌŝƐĂƚŝŽŶĚĞů͛ƵůĐğƌĞĚĞƉƌĞƐƐŝŽŶŝŶĚƵŝƚĐŚĞǌůĞƐƐŽƵƌŝƐĐŽŶƚƌƀůĞƐĞƚĚŝĂďĠƚŝƋƵĞƐ
ϴǁŬ͘͘ ͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘Ϯϯϵ
&ŝŐƵƌĞϱϴ͘ǆƉƌĞƐƐŝŽŶƉƌŽƚĠŝƋƵĞĚĞ^W͕E<ϭZ͕EWE'&͕ƉϳϱEdZ͕dƌŬĞƚƉĠƌŝŽƐƚŝŶĞĚĂŶƐůĂƉĞĂƵŶŽŶůĠƐĠĞĞƚ
ĚƵƌĂŶƚůĂĐŝĐĂƚƌŝƐĂƚŝŽŶĚĞů͛ƵůĐğƌĞĚĞƉƌĞƐƐŝŽŶŝŶĚƵŝƚĐŚĞǌůĞƐƐŽƵƌŝƐĐŽŶƚƌƀůĞƐĞƚĚŝĂďĠƚŝƋƵĞƐϴǁŬ͘͘͘͘͘͘͘͘͘ϮϰϬ

 
dĂďůĞĂƵϭ͘ĞƐĐƌŝƉƚŝŽŶĚĞƐĚŝĨĨĠƌĞŶƚƐƚǇƉĞƐĚĞĨŝďƌĞƐŶĞƌǀĞƵƐĞƐĚĞůĂƉĞĂƵ͘͘ ͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘ϯϭ
dĂďůĞĂƵϮ͘ĂƚĠŐŽƌŝĞƐĚĞƐƚŝŵƵůŝĐƵƚĂŶĠƐĞƚƌĠĐĞƉƚĞƵƌƐͬŝŶŶĞƌǀĂƚŝŽŶĂƐƐŽĐŝĠƐ͘͘ ͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘ϯϭ
dĂďůĞĂƵϯ͘^ǇƐƚğŵĞ^/EƉŽƵƌůĂĐůĂƐƐŝĨŝĐĂƚŝŽŶĐůŝŶŝƋƵĞĚĞů͛ƵůĐğƌĞĚƵƉŝĞĚĚŝĂďĠƚŝƋƵĞ͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘ϱϭ
dĂďůĞĂƵϰ͘>ŝƐƚĞĚĞƐĂŶƚŝĐŽƌƉƐƵƚŝůŝƐĠƐƉŽƵƌů͛ŝŵŵƵŶŽĚĠƚĞĐƚŝŽŶĚĞƐƉƌŽƚĠŝŶĞƐƉĂƌtĞƐƚĞƌŶůŽƚ͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘ϵϭ
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La peau est un organe complexe et sa réparation fait intervenir de multiples cellules et 
molécules selon un processus spatio-temporel fin. Lorsque ce processus est perturbé, la 
cicatrisation n’aboutit plus et devient un problème majeur de santé publique, causant 
morbidité et mortalité importantes. 
 
L’une des principales pathologies à l’origine de ces plaies chroniques est le diabète. Le 
diabète, qu’il soit de type 1 ou de type 2, est caractérisé par une hyperglycémie chronique, et 
touchait 422 millions de personnes dans le monde en 2016, dont 5,1 millions en France (soit 
8% de la population). Ces chiffres sont en perpétuelle augmentation, et la Fédération 
Internationale du Diabète estime qu’une personne sur 10 sera diabétique en 2040 dans le monde 
[Centre Européen d'Etude du Diabète]. 
La fréquence du diabète augmente avec l’âge, notamment en raison de la forte proportion du 
diabète de type 2 dit diabète « gras », et touche ainsi 1 homme sur 5 âgés de 70 à 85 ans et 1 
femme sur 7 âgées de 75 à 85 ans (Figure 1A). L’augmentation du nombre de personnes vivant 
avec du diabète et l’allongement de la durée de vie des diabétiques contribuent à augmenter le 
nombre d’incidents de santé (Figure 1B).  
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La cause d’hospitalisation la plus fréquente liée au diabète est la plaie du pied (Figure 1B et 
C), avec plus de 26700 personnes en 2016 en France [Fosse-Edorh et al. 2018], dont le coût de 
prise en charge par l’Assurance Maladie était de 990 millions d’euros en 2015 [Assurance 
Maladie 2017]. 
Le « pied diabétique » est une lésion qui se caractérise par une ulcération des tissus du pied 
(peau/muscle/os) dont le délai de cicatrisation est allongé [Pradhan et al. 2009] et peut durer 
plusieurs mois. Cette lésion se retrouve à la croisée des différentes complications diabétiques dont 
trois principales : la neuropathie, l’artériopathie et le risque infectieux. 
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Le diabète fragilise la peau [Argyropoulos et al. 2016, Okano et al. 2016], augmentant le 
risque de lésions. Le pied est tout particulièrement sujet à la pression, facteur clé dans le 
développement de la plaie du pied diabétique car cela crée une ischémie tissulaire, privant la 
peau d’oxygène et de nutriments. 
De plus, le diabète provoque l’apparition progressive d’une neuropathie, dysfonctionnement 
/ŶƚƌŽĚƵĐƚŝŽŶŐĠŶĠƌĂůĞ 
ϭϴ
 
des nerfs de l'organisme, pouvant altérer les fonctions autonomes, motrices et sensorielles. La 
neuropathie provoque ainsi une sécheresse cutanée fragilisant davantage la peau, une 
déformation des pieds augmentant la pression locale, et une perte de sensibilité retardant la 
prise de conscience de la plaie et sa prise en charge médicale [Jeffcoate et al. 2003]. Ainsi la 
neuropathie, qui touche 30 à 50% des patients [Pradhan et al. 2009], est le facteur de risque 
principal dans le développement d’ulcère du pied chez le diabétique [Reiber et al. 1999]. 
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La cicatrisation d’une plaie cutanée implique l’interaction de cellules et de facteurs 
biologiques. Certains de ces facteurs sont connus comme étant perturbés avec le diabète et 
peuvent contribuer à retarder la fermeture des plaies [Harding et al. 2002]. Cependant, peu de 
traitements ont montré leur efficacité pour l’ulcère du diabétique, notamment car la plupart des 
études réalisées pour augmenter la compréhension des plaies chroniques sont faites in vivo sur 
l’animal avec des plaies d’excision (coupure nette de la peau) [Grada et al. 2018], un type de 
plaie très différent de l’ulcère de pression (ischémie, nécrose, …) retrouvé chez les patients 
diabétiques. 
À l’heure actuelle, outre le traitement étiologique, la prise en charge des ulcères diabétiques 
repose sur les soins locaux (débridement, reperfusion, protection) et le contrôle de l’infection qui 
peuvent aider à la cicatrisation mais ne sont pas optimum. Seule la décharge totale du pied 
diabétique a montré une cicatrisation efficace en cas d’artériopathie [Braun et al. 2014], mais cette 
solution est difficile à mettre en place et n’a pas prouvé d’efficacité sur les patients atteints de 
neuropathie.  
De ce fait, par le manque de connaissance des mécanismes de cicatrisation de l’ulcère de 
pression et la pénurie de traitements spécifiques, 5 à 10 % des patients diabétiques subiront une 
amputation d’un l’orteil, du pied ou de la jambe au cours de leur vie [Centre Européen d'Etude 
du Diabète]. 
 
 
Ainsi ce travail de thèse s’est attaché à reproduire l’ulcère de pression dans un modèle de 
souris diabétique neuropathique pour tenter de répondre à 2 questions : 
 
 Le degré d’atteinte neuropathique a-t-il une influence sur la fragilité cutanée et la 
gravité de l’ulcère de pression ? 
En effet la plupart des patients sont diagnostiqués neuropathiques lors de la découverte d’une 
plaie chronique. La neuropathie est alors déjà à un stade avancé [Vouillarmet et al. 2019]. Il est 
ainsi important de savoir si le fait de diagnostiquer très tôt la neuropathie peut permettre un 
meilleur suivi du patient et éviter la survenue d’un ulcère de pression. 
 
 Comment le diabète et l’aggravation de la neuropathie altèrent la cicatrisation de 
l’ulcère de pression et quels sont les marqueurs biologiques modifiés pouvant y 
contribuer ? 
Dans cette étude nous avons étudié le délai de fermeture de l’ulcère de pression et les 
processus de cicatrisation. Nous nous sommes particulièrement intéressés aux neuromédiateurs 
qui ont un rôle démontré dans la cicatrisation cutanée et qui peuvent être libérés par les nerfs 
et/ou de multiples types cellulaires de la peau. Nous avons également suivi d’autres marqueurs 
biologiques déjà connus pour leur rôle dans la cicatrisation non pathologique. Ainsi les 
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marqueurs modifiés par le diabète et l’évolution de la neuropathie sont des pistes pour le 
développement futur de traitements plus adaptés aux ulcères de pression des diabétiques. 
 
En parallèle, nous avons également développé un modèle ex vivo de plaie et suivi de la 
cicatrisation à partir de la peau des souris contrôles ou diabétiques neuropathiques, ceci afin 
de déterminer si ce modèle peut, au moins en partie, répondre aux questions précédentes, et 
ainsi représenter un modèle alternatif permettant de diminuer l’utilisation de l’animal. 
 
 
 
Dans ce mémoire est exposé un état de l’art concis de la peau et de ses grandes phases 
de cicatrisation ; pour détailler d’avantage les molécules étudiées pendant ce travail de 
thèse, leurs rôles et interactions connus, et les conséquences biologiques cutanées du 
diabète et de la neuropathie. Sont ensuite présentés les travaux ayant abouti à des résultats 
marquants. Une discussion détaillée des résultats obtenus et les perspectives envisagées 
concluront ce document. 
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La peau, d’une surface de 1,5 à 2 m² chez l’adulte [Redlarski et al. 2016], est un organe 
complexe qui protège son hôte de son environnement, tout en permettant une interaction avec 
ce dernier. La peau est un arrangement dynamique et intégré de cellules, de tissus et d’éléments 
matriciels où l’on peut distinguer trois couches principales : l'épiderme en surface (épithélium 
kératinisé), puis le derme (tissu conjonctif), et enfin le tissu adipeux dermique en profondeur 
[Goldsmith et al. 2012, Driskell et al. 2014]. Ces couches sont traversées par des annexes 
(phanères et glandes) et des fibres nerveuses (Figure 2). 
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Dans la peau, le derme et le tissu adipeux dermique sont richement vascularisés par un réseau 
sanguin très structuré d’artérioles de moyen puis petit calibre, de capillaires et de veinules 
(Figure 2). A l’inverse, l’épiderme, comme tout épithélium, n’est pas vascularisé ; il est nourri 
par imbibition à partir des réseaux capillaires des papilles dermiques [Braverman 2000]. De 
même, le système lymphatique est présent dans le derme et le tissu adipeux dermique et absent 
de l’épiderme. Bien que structurellement distincts, les systèmes sanguin et lymphatique sont 
fonctionnellement interconnectés et agissent ensemble pour assurer l’équilibre des fluides et 
des protéines dans les tissus, la nutrition cellulaire et le bon fonctionnement immunologique 
[Skobe et al. 2000]. 
 
Ainsi la peau assure diverses fonctions fondamentales pour l’organisme, médiées par une 
ou plusieurs de ses couches principales : 
 Contre les agressions extérieures : 
- protection mécanique contre la pression et le cisaillement grâce à la résistance, la 
déformabilité et l’élasticité de la peau assurées par l’épiderme, la matrice extracellulaire du 
derme et le tissu adipeux [Diridollou et al. 2000, Hendriks et al. 2006, Joodaki et al. 2018] ;  
- protection contre les agents infectieux notamment par son pH acide (4,1-5,8) [Proksch 2018], 
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les peptides antimicrobiens produits au niveau de l’épiderme [Clausen et al. 2016], la flore 
bactérienne non pathogène [Byrd et al. 2018], et les cellules immunitaires présentes dans le 
derme et l’épiderme [Matejuk 2018] ;  
- protection contre les radiations solaires grâce à la mélanine [Fajuyigbe et al. 2018] et à 
l’acide urocanique [Kammeyer et al. 1995] présents dans l’épiderme et qui ont la capacité 
d’absorber les ultraviolets ;  
 Pour la protection hydrique, la régulation thermique et le métabolisme : 
- barrière physique contre la perte en eau de l’organisme, en particulier grâce à la structure 
fine de la couche externe de l’épiderme [Feingold et al. 2014] ;  
- rôle dans la thermorégulation grâce au réseau vasculaire [Walløe 2015] et par la production 
de sueur [Gagnon et al. 2018] ;  
- rôle de réserve énergétique assuré par le tissu adipeux [Cohen et al. 2016] ;  
- synthèse de vitamine D [Makarova et al. 2017] ; 
 Rôle sensoriel (texture, température, douleur, …) assurée par l’innervation cutanée 
[Zimmerman et al. 2014]. 
 
Ces fonctions sont notamment assurées par la structure et la composition cellulaire et 
protéique de la peau, décrites ci-après. 
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L'épiderme est la partie la plus externe de la peau et est composé à 90% de kératinocytes, 
formant un épithélium squameux stratifié kératinisé [Moll et al. 2008]. Répartis entre ces 
kératinocytes sont également présents des mélanocytes (responsables de la production de 
mélanine), des cellules de Langerhans (présentatrices d’antigènes [Deckers et al. 2018]), et des 
cellules de Merkel ayant un rôle neurosensoriel [Boulais et al. 2007]. 
L’épiderme est en renouvellement permanent et on peut distinguer quatre couches, reflétant 
les stades de différenciation verticale des kératinocytes orientée vers l’extérieur, de la couche 
basale à la couche cornée (Figure 3). 
 

&ŝŐƵƌĞϯ͘^ƚƌƵĐƚƵƌĞĚĞů͛ĠƉŝĚĞƌŵĞĞƚŵĂƌƋƵĞƵƌƐƉƌŽƚĠŝƋƵĞƐ͘
ͬWŚŽƚŽĚ͛ƵŶĐŽƵƉĞĚ͛ĠƉŝĚĞƌŵĞĐŽůŽƌĠĞăů͛ŚĠŵĂƚŽǆǇůŝŶĞͲĠŽƐŝŶĞ;,ͿĂĚĂƉƚĠĞĚĞŚƚƚƉƐ͗ͬͬƚŝƐƐƵƉĂƚŚ͘ĐŽŵ͘ĂƵ͘ͬ
^ƚƌƵĐƚƵƌĞĚĞů͛ĠƉŝĚĞƌŵĞĞƚŵĂƌƋƵĞƵƌƐƉƌŽƚĠŝƋƵĞƐĞǆƉƌŝŵĠƐĚƵƌĂŶƚůĂƉƌŽůŝĨĠƌĂƚŝŽŶĞƚůĂĚŝĨĨĠƌĞŶƚŝĂƚŝŽŶ͘ĚĂƉƚĠ
ĚĞ΀ĞŶĞĐŬĞƌĞƚĂů͘ϮϬϬϴ͕^ĂŶĚŝůĂŶĚƐĞƚĂů͘ϮϬϬϵ͕^ƚƌƵĚǁŝĐŬĞƚĂů͘ϮϬϭϱ΁͘<͕ŬĠƌĂƚŝŶĞ͖/Ŷǀ͕ŝŶǀŽůƵĐƌŝŶĞ͖>Žƌ͕
ůŽƌŝĐƌŝŶĞ͕&ŝů͕ĨŝůĂŐŐƌŝŶĞ͘
ƚĂƚĚĞů͛Ăƌƚ 
Ϯϱ
 
>ĂĐŽƵĐŚĞďĂƐĂůĞŽƵŐĞƌŵŝŶĂƚŝǀĞ;^ƚƌĂƚƵŵďĂƐĂůĞͿ
La couche basale est la couche la plus profonde de l’épiderme et est constituée d’une seule 
assise de kératinocytes de forme cubique. Ils assurent le renouvellement de l’épiderme par leur 
capacité proliférative [Lim et al. 2013] identifiable par des marqueurs tels que Ki67 et PCNA 
(proliferating cell nuclear antigen). De plus, ces kératinocytes basaux assurent la stabilité 
physique de l’épiderme grâce aux kératines 5 et 14 (K5, K14) qu’ils expriment [Fuchs et al. 
1980, Omary et al. 2004] et aux hémidesmosomes fortement ancrés au derme sous-jacent via 
la jonction dermo-épidermique [Borradori et al. 1999]. 
 
>ĂĐŽƵĐŚĞĠƉŝŶĞƵƐĞŽƵĚĞDĂůƉŝŐŚŝ;^ƚƌĂƚƵŵƐƉŝŶŽƐƵŵͿ
Les kératinocytes de cette couche entrent en différenciation via un mécanisme d’autophagie 
[Akinduro et al. 2016]. Ils ont une forme polygonale dans les couches inférieures puis aplaties 
dans les couches supérieures. Les kératinocytes épineux et ceux des couches supérieures sont 
liés les uns aux autres par de nombreux desmosomes reliés eux-mêmes aux filaments 
intracellulaires de kératines 1 et 10 (K1, K10), cet assemblage conférant à l’épiderme résistance 
physique et extensibilité [Moll et al. 2008]. L’expression de K10 est également impliquée dans 
l’arrêt de la prolifération et l’entrée en différentiation des kératinocytes [Paramio et al. 1999]. 
L’involucrine, dont la synthèse débute au niveau des kératinocytes épineux supérieurs, participe 
ensuite à la constitution de l’enveloppe cornée [Eckert et al. 2004]. 
 
>ĂĐŽƵĐŚĞŐƌĂŶƵůĞƵƐĞ;^ƚƌĂƚƵŵŐƌĂŶƵůŽƐƵŵͿ
Les kératinocytes granuleux, de forme aplatie, synthétisent les molécules nécessaires à la 
formation de la couche suivante. Ainsi on peut observer dans leur cytoplasme des grains de 
kératohyaline composés notamment d’un assemblage de profilaggrine (précurseur de la 
filaggrine) et de loricrine [Mehrel et al. 1990, Yoneda et al. 2012] ; et des corps d’Odland (ou 
corps lamellaires, ou kératinosomes) dans lesquels sont stockés des lipides et des enzymes 
[Menon et al. 2018]. Cette couche participe à la fonction barrière de la peau grâce aux jonctions 
serrées inter-kératinocytaires qui limitent le passage de molécules aussi petites que des ions 
[Bäsler et al. 2016]. 
 
>ĂĐŽƵĐŚĞĐŽƌŶĠĞ;^ƚƌĂƚƵŵĐŽƌŶĞƵŵͿ
Le passage de la couche granuleuse à la couche cornée est caractérisé par la mort des 
kératinocytes, devenant ainsi des cornéocytes. Durant la cornification, une enveloppe cornée 
rigide se forme au niveau de la membrane plasmique interne par l’assemblage covalent de 
protéines (dont loricrine, filaggrine, involucrine, kératines) [Steinert et al. 1995, Candi et al. 
2005]. Concomitamment, le contenu des corps d’Odland est extrudé [Ponec et al. 2001] et les 
lipides (céramides, acides gras, cholestérol) s’assemblent enzymatiquement en structures 
lamellaires (« lamelles lipidiques ») parallèles à la surface de la peau [Madison 2003]. De 
même, les desmosomes sont modifiés en cornéodesmosomes, notamment par l’association 
extracellulaire de la cornéodesmosine [Rawlings et al. 2005].  
La structure de la couche cornée, telle un mur de briques et de ciment [Elias 1983], prodigue 
à la peau la capacité à retenir l’eau de l’organisme. Cependant, une faible quantité d’eau 
(appelée TEWL, transepidermal water loss) traverse cette couche, et sa mesure permet 
d’estimer la qualité de la fonction barrière de la peau. 
La déshydratation croissante dans les couches les plus externes du Stratum corneum ainsi 
que la diminution du pH en surface favorisent la protéolyse enzymatique conduisant à la 
desquamation des cornéocytes [Rawlings et al. 2005]. 
ƚĂƚĚĞů͛Ăƌƚ 
Ϯϲ
 
Ϯ͘ >ĂũŽŶĐƚŝŽŶĚĞƌŵŽͲĠƉŝĚĞƌŵŝƋƵĞŽƵůĂŵĞďĂƐĂůĞ
La jonction dermo-épidermique (JDE) est une membrane basale à l’interface entre épiderme 
et derme et dont les constituants sont synthétisés par les kératinocytes et les fibroblastes du 
derme papillaire [Briggaman et al. 1975]. C’est un assemblage de protéines matricielles (dont 
collagènes de type IV et VII, laminines, nidogène, et protéoglycanes) fixées aux intégrines Į6ȕ4 
des hémidesmosomes, et aux intégrines Į3ȕ1 [Goldsmith et al. 2012, Breitkreutz et al. 2013]. 
Par sa structure, la JDE assure l’adhérence de l’épiderme au derme, et permet de réguler les 
échanges moléculaires et cellulaires entre les deux compartiments, en particulier l’apport de 
nutriments à l’épiderme non vascularisé [Briggaman et al. 1975] favorisé par les invaginations 
du derme dans l’épiderme appelées papilles dermiques. La JDE a également un rôle 
fondamental lors de la réépidermisation pendant la cicatrisation cutanée en servant, notamment 
grâce aux laminines, de support pour l’adhésion et la migration des kératinocytes [Iorio et al. 
2015]. 
 
ϯ͘ >ĞĚĞƌŵĞ
Le derme est compris entre l’épiderme et le tissu adipeux dermique. C’est un tissu conjonctif 
qui est principalement composé d’une matrice extracellulaire produite par des fibroblastes, la 
principale population cellulaire dermique. Le derme contient également des cellules 
endothéliales formant les systèmes vasculaire et lymphatique [Braverman 2000, Skobe et al. 
2000], des cellules dendritiques dermiques, des monocytes/macrophages, des lymphocytes et 
des neutrophiles [Sorrell et al. 2004]. 
 
>ĂƐƚƌƵĐƚƵƌĞĚƵĚĞƌŵĞ
Le derme est classiquement divisé en deux régions qui diffèrent par la composition et 
l’organisation de leur matrice extracellulaire respective : le derme papillaire surplombe le 
derme réticulaire (Figure 4) [Driskell et al. 2015]. 
 
 
&ŝŐƵƌĞϰ͘>ŽĐĂůŝƐĂƚŝŽŶĚƵĚĞƌŵĞƉĂƉŝůůĂŝƌĞĞƚƌĠƚŝĐƵůĂŝƌĞƐƵƌƵŶĞƉŚŽƚŽĚ͛ƵŶĞĐŽƵƉĞĚĞƉĞĂƵĐŽůŽƌĠĞăů͛,͘
ĚĂƉƚĠĚĞ΀ŝŐĂĞƚĂů͘ϮϬϭϵ΁͘

Le derme papillaire, situé juste sous l’épiderme, est un tissu conjonctif lâche de fibres 
collagéniques et élastiques orientées perpendiculairement à l’épiderme. Le derme réticulaire, 
situé sous le derme papillaire et d’épaisseur plus importante, est un tissu conjonctif plus dense 
composé d’un entrecroisement de faisceaux de grosses fibres présentant une orientation 
parallèle à la surface de la peau [Sorrell et al. 2004, Patton et al. 2018]. 
ƚĂƚĚĞů͛Ăƌƚ 
Ϯϳ
 
>ĞƐĐĞůůƵůĞƐŵĂũŽƌŝƚĂŝƌĞƐĚĞĚĞƌŵĞ͗ůĞƐĨŝďƌŽďůĂƐƚĞƐ
Les fibroblastes ont une origine mésenchymateuse. Ils sont plus nombreux et 
métaboliquement plus actifs dans le derme papillaire où ils sont de morphologie fusiforme, que 
dans le derme réticulaire où ils ont une forme étoilée. Cependant il n’existe à ce jour pas de 
marqueur spécifique pour les discriminer [Driskell et al. 2015]. 
Les fibroblastes synthétisent et sécrètent la majorité des composants de la matrice 
extracellulaire, ainsi que des enzymes (les MMP, matrix metalloproteinase, et leurs inhibiteurs, 
les TIMP, tissue inhibitor of metalloproteinases) permettant de dégrader et remodeler cette 
matrice [Woessner 1991]. Ces cellules interviennent également dans la régulation 
physiologique de la peau en secrétant un large panel de cytokines et facteurs de croissance, 
jouant un rôle majeur dans les interactions dermo-épidermiques au cours de la cicatrisation, 
détaillé dans la partie II.1. de l’état de l’art. 
 
>ĂŵĂƚƌŝĐĞĞǆƚƌĂĐĞůůƵůĂŝƌĞĚƵĚĞƌŵĞ
La matrice extracellulaire (MEC) du derme est composée d’un réseau de fibres de collagène 
entremêlées à des fibres élastiques d’élaunine et d'élastine baignant dans un mélange de 
protéoglycanes, de glycoprotéines, d’eau et d’acide hyaluronique, mais le derme papillaire et le 
derme réticulaire diffèrent par la composition et l'organisation respective de cette matrice 
[Sorrell et al. 2004]. Le derme papillaire est caractérisé par des faisceaux de fibres de collagène 
minces et peu organisés, constitués principalement de collagènes de type I et de type III, qui 
contrastent avec les faisceaux de fibres épais et bien organisés du derme réticulaire [Cormack 
1987]. Les faisceaux de fibres de collagène dans le derme papillaire contiennent plus de 
collagène de type III que ceux du derme réticulaire [Meigel et al. 1977]. Cependant, le collagène 
de type I reste le constituant principal du derme [Epstein 1974]. 
Les collagènes et les fibres élastiques, ainsi que le nombre d’invaginations dermo-
épidermiques, confèrent résistance et élasticité à la peau, lui permettant d’absorber les chocs en 
se déformant puis en reprenant sa position d’origine [Langton et al. 2017]. 
 
ϰ͘ >ĞƚŝƐƐƵĂĚŝƉĞƵǆĚĞƌŵŝƋƵĞ
Le tissu adipeux blanc dermique, anciennement appelé hypoderme [Driskell et al. 2014], est 
un tissu quantitativement important (15 à 50% du poids total). Il est composé majoritairement 
d’adipocytes (cellules mésenchymateuses différenciées) (Figure 5), et de leurs précurseurs, les 
préadipocytes. Entre ces cellules existe la fraction stroma-vasculaire qui contient des 
lymphocytes, des myélocytes (granulocytes immatures), des macrophages, des péricytes, des 
cellules endothéliales et des cellules souches mésenchymateuses [Bora et al. 2017]. La 
composition de cette fraction a montré son intérêt pour la médecine régénérative et pour la 
cicatrisation cutanée [Cardoso et al. 2016]. 
 
 
&ŝŐƵƌĞϱ͘WŚŽƚŽĚ͛ƵŶĞĐŽƵƉĞĚĞƚŝƐƐƵĂĚŝƉĞƵǆĚĞƌŵŝƋƵĞĐŽůŽƌĠĞăů͛,͘
ĚĂƉƚĠĚĞ΀,ĂƌƚϮϬϭϵ΁͘
ƚĂƚĚĞů͛Ăƌƚ 
Ϯϴ
 
Les adipocytes possèdent la capacité de stocker des lipides sous forme de triglycérides et de 
les libérer sous forme d’acides gras, gérant ainsi les réserves énergétiques de l’organisme selon 
les besoins et les approvisionnements [Flier 1995]. La deuxième fonction du tissu adipeux 
dermique est celle de la synthèse et la sécrétion d’adipokines, en faisant un organe endocrinien 
à part entière, pouvant agir au niveau local (par voie autocrine ou paracrine) ou systémique et 
influencer tous les autres organes impliqués dans la physiologie [Cohen et al. 2016]. Ce tissu 
joue également un rôle protecteur contre les chocs [Diridollou et al. 2000, Joodaki et al. 
2018] et un rôle dans la thermorégulation par le caractère isolant de la graisse [Anghel et al. 
2007]. 
 
ϱ͘ >ĞƐĂŶŶĞǆĞƐĚĞůĂƉĞĂƵ
Les annexes cutanées (Figure 6) regroupent les glandes sébacées, les glandes sudoripares, et 
les phanères (poils, cheveux, ongles). 
 
 
&ŝŐƵƌĞϲ͘^ĐŚĠŵĂĞƚƉŚŽƚŽĚ͛ƵŶĞĐŽƵƉĞĚĞƉĞĂƵĐŽŶƚĞŶĂŶƚĚĞƐĂŶŶĞǆĞƐĐƵƚĂŶĠĞƐĐŽůŽƌĠĞăů͛,͘
ĚĂƉƚĠĚĞ΀&ƵĐŚƐĞƚĂů͘ϮϬϬϮ͕'ĂůůŝŬϮϬϭϯ΁

Les glandes sudoripares se situent dans le derme et produisent la sueur, participant à la 
régulation thermique [Gagnon et al. 2018]. Il existe deux types de glandes sudoripares : 
apocrines et éccrines. Les glandes éccrines déversent la sueur directement à la surface de 
l’épiderme ; à l’inverse, les glandes sudoripares apocrines, qui ne s’activent qu’à la puberté, 
sécrètent la sueur au niveau des follicules pileux [Jung et al. 2018].  
Les glandes sébacées sont également localisées dans le derme et associées aux follicules 
pileux, où elles sécrètent le sébum qui est composé de lipides, de squalène et de débris 
cellulaires [Zouboulis et al. 2016]. 
La sueur et le sébum sont miscibles et forment un film hydrolipidique à la surface de la peau, 
qui participe à la fonction barrière contre la perte en eau et l’agression par des agents chimiques 
ou biologiques [Zouboulis 2004]. 
Le follicule pileux forme une invagination de l’épiderme dans le derme. Cependant, les 
cellules qui participent à la production et à la maturation de la fibre, situées tout le long de cette 
invagination, sont différentes, bien qu’apparentées, des kératinocytes interfolliculaires et des 
fibroblastes [Joost et al. 2016, Bernard 2017]. La formation du follicule et ces différentes 
cellules ne seront pas détaillées dans ce mémoire. 
ƚĂƚĚĞů͛Ăƌƚ 
Ϯϵ
 
 
ϲ͘ >͛ŝŶŶĞƌǀĂƚŝŽŶĐƵƚĂŶĠĞ
Le système nerveux est composé du système nerveux central et du système nerveux 
périphérique. Le système nerveux central comprend l’encéphale, la moelle épinière et la rétine. 
Le système nerveux périphérique comprend quant à lui les nerfs entre le système nerveux 
central et le reste de l’organisme [Alberts 2012]. Ainsi, l’innervation de la peau (Figure 7) 
appartient au système nerveux périphérique. 
 
 
&ŝŐƵƌĞϳ͘WŚŽƚŽĚ͛ƵŶĞĐŽƵƉĞĚĞƉĞĂƵŚƵŵĂŝŶĞĂǀĞĐƵŶŝŵŵƵŶŽŵĂƌƋƵĂŐĞĚĞƐĨŝďƌĞƐŶĞƌǀĞƵƐĞƐ͘
>͛ĂŶƚŝĐŽƌƉƐĂŶƚŝͲW'Wϵ͘ϱ;ƉƌŽƚĞŝŶŐĞŶĞƉƌŽĚƵĐƚϵ͘ϱͿƵƚŝůŝƐĠŵĂƌƋƵĞƐƉĠĐŝĨŝƋƵĞŵĞŶƚůĞƐĨŝďƌĞƐŶĞƌǀĞƵƐĞƐ͘>ĞƐ
ĨůğĐŚĞƐďůĂŶĐŚĞƐŝŶĚŝƋƵĞŶƚůĞƐĨŝďƌĞƐŶĞƌǀĞƵƐĞƐĠƉŝĚĞƌŵŝƋƵĞƐ͕ůĞƐƉŽŝŶƚĞƐŶŽŝƌĞƐŝŶĚŝƋƵĞŶƚůĞƐĨŝďƌĞƐŶĞƌǀĞƵƐĞƐ
ĂƵŶŝǀĞĂƵĚƵĚĞƌŵĞ͘WŚŽƚŽĂĚĂƉƚĠĞĚĞ΀>ĂƵƌŝĂĞƚĂů͘ϮϬϬϱ΁͘
 
La peau est innervée par différents types de fibres : les fibres nerveuses sensitives, qui 
transmettent notre sens du toucher ; et, en plus faible nombre, les fibres nerveuses autonomes 
[Breathnach 1977, Munger et al. 1988]. Contrairement aux autres types cellulaires de la peau, 
le corps cellulaire des fibres nerveuses sont contenus dans des ganglions : les ganglions de la 
racine dorsale pour les nerfs sensitifs et les ganglions paravertébraux pour les nerfs autonomes 
(Figure 8). Ainsi lors d’une lésion cutanée, les fibres nerveuses et les récepteurs au niveau de 
la peau sont détruits, mais les corps cellulaires persistent dans les ganglions qui se situent le 
long de la moelle épinière [Abraira et al. 2013, Laverdet et al. 2015]. 
 
ƚĂƚĚĞů͛Ăƌƚ 
ϯϬ
 
 
&ŝŐƵƌĞϴ͘^ĐŚĠŵĂĚĞů͛ŝŶŶĞƌǀĂƚŝŽŶĐƵƚĂŶĠĞ͘
>ĞƐŶĞƌĨƐĐƵƚĂŶĠƐƉƌŽǀŝĞŶŶĞŶƚĚĞĐŽƌƉƐĐĞůůƵůĂŝƌĞƐƐŝƚƵĠƐĚĂŶƐůĞƐŐĂŶŐůŝŽŶƐĚĞůĂƌĂĐŝŶĞĚŽƌƐĂůĞ;'ZͿŽƵůĞƐ
ŐĂŶŐůŝŽŶƐƉĂƌĂǀĞƌƚĠďƌĂƵǆ;'WsͿ͘/ůƐĨŽƌŵĞŶƚĚŝĨĨĠƌĞŶƚƐƐŽƵƐͲƚǇƉĞƐĚĞƚĞƌŵŝŶĂŝƐŽŶƐŶĞƌǀĞƵƐĞƐƐŝƚƵĠĞƐĚĂŶƐůĞ
ĚĞƌŵĞĞƚůΖĠƉŝĚĞƌŵĞ͘>͛ŝŶŶĞƌǀĂƚŝŽŶĐƵƚĂŶĠĞƐĞŶƐŽƌŝĞůůĞĞƐƚĐŽŵƉŽƐĠĞĚĞĐŽƌƉƵƐĐƵůĞƐĚĞWĂĐŝŶŝ͕ĚĞZƵĨĨŝŶŝĞƚĚĞ
DĞŝƐƐŶĞƌ͕ĚĞĚŝƐƋƵĞƐĚĞDĞƌŬĞůĞƚĚĞĨŝďƌĞƐɷĞƚăƚĞƌŵŝŶĂŝƐŽŶƐůŝďƌĞƐ͘>ΖŝŶŶĞƌǀĂƚŝŽŶĂƵƚŽŶŽŵĞĐƵƚĂŶĠĞĞƐƚ
ĐŽŵƉŽƐĠĞĚĞĨŝďƌĞƐŶĞƌǀĞƵƐĞƐĂĚƌĠŶĞƌŐŝƋƵĞƐŝŶŶĞƌǀĂŶƚůĞƐĐĂƉŝůůĂŝƌĞƐ͕ůĞƐŵƵƐĐůĞƐĚƵƉŽŝůĞƚůĞƐŐůĂŶĚĞƐ
ƐƵĚŽƌŝƉĂƌĞƐĂƉŽĐƌŝŶĞƐ;ŶŽŶŝůůƵƐƚƌĠĞƐĚĂŶƐůĞƐĐŚĠŵĂͿ͕ĞƚĚĞĨŝďƌĞƐŶĞƌǀĞƵƐĞƐĐŚŽůŝŶĞƌŐŝƋƵĞƐŝŶŶĞƌǀĂŶƚůĞƐ
ŐůĂŶĚĞƐƐƵĚŽƌŝƉĂƌĞƐĠĐĐƌŝŶĞƐ͘ĚĂƉƚĠĚĞ΀>ĂǀĞƌĚĞƚĞƚĂů͘ϮϬϭϱ΁͘
 
Ă͘ >ĞƐĨŝďƌĞƐŶĞƌǀĞƵƐĞƐĂƵƚŽŶŽŵĞƐ
Les fibres nerveuses autonomes/efférentes proviennent presque entièrement de neurones 
sympathiques et leurs terminaisons se limitent au derme, où elles innervent vaisseaux sanguins 
et lymphatiques, muscles érecteurs, glandes sudoripares éccrines et apocrines, et follicules 
pileux [Brain et al. 1999, Vetrugno et al. 2003] (Figure 8). 
Ces fibres nerveuses sécrètent localement différents neuromédiateurs permettant de moduler 
leurs activités [Roosterman et al. 2006]. Par exemple, l’acétylcholine qu’elles produisent 
stimule la sécrétion des glandes sudoripares éccrines [Gagnon et al. 2018]. Également, les 
petites artères et artérioles cutanées sont abondamment innervées par des fibres 
noradrénergiques [Hamberger et al. 1964], ce qui permet l’ouverture des anastomoses artério-
veineuses, régulant ainsi la température corporelle [Walløe 2015]. 
 
ď͘ >ĞƐĨŝďƌĞƐŶĞƌǀĞƵƐĞƐƐĞŶƐŝƚŝǀĞƐ
Contrairement aux fibres nerveuses autonomes, les nerfs sensoriels/afférents innervent aussi 
bien l'épiderme, le derme que le tissu adipeux sous-cutané sous la forme d'un réseau 
tridimensionnel [Yamada et al. 1996, Tschachler et al. 2004, Kelly et al. 2005]. 
Les fibres nerveuses sensorielles initient les sensations agréables ou douloureuses du toucher 
grâce à leurs terminaisons périphériques qui transforment les stimuli sensoriels en potentiels 
d'action qui se propagent vers le système nerveux central [Lumpkin et al. 2007]. 
La transmission de ce message se fait plus ou moins vite selon le taux de myéline autour de 
l’axone. Ainsi dans la peau on retrouve trois types de fibres nerveuses : Aȕ, Aį et C (Tableau 
ƚĂƚĚĞů͛Ăƌƚ 
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1). Contrairement aux fibres Aȕ, les fibres Aį perdent leur gaine de myéline quand elles entrent 
dans le derme [Provitera et al. 2007]. Les fibres C sont quant à elles totalement amyélinisées et 
donc ont une vitesse de conduction plus lente, mais elles constituent 60 à 90 % de l’ensemble 
des fibres sensorielles cutanées [Le Bars et al. 2002] et sont les seules fibres à terminaisons 
libres présentes au niveau de l’épiderme [Reilly et al. 1997]. 
 
dĂďůĞĂƵϭ͘ĞƐĐƌŝƉƚŝŽŶĚĞƐĚŝĨĨĠƌĞŶƚƐƚǇƉĞƐĚĞĨŝďƌĞƐŶĞƌǀĞƵƐĞƐĚĞůĂƉĞĂƵ͘
ĚĂƉƚĠĚĞ΀>ĂǀĞƌĚĞƚĞƚĂů͘ϮϬϭϱ΁
 
 
Les fibres nerveuses ont des terminaisons libres ou bien encapsulées (corpuscules de Pacini, 
Meissner, Ruffini et disques de Merkel) (Figure 8), et peuvent également être classées en 
fonction de leur modalité sensorielle (Tableau 2). Par exemple, les thermorécepteurs 
réagissent au réchauffement ou au refroidissement de la peau, tandis que les mécanorécepteurs 
réagissent à la pression, à l'étirement ou au mouvement des poils. 
 
dĂďůĞĂƵϮ͘ĂƚĠŐŽƌŝĞƐĚĞƐƚŝŵƵůŝĐƵƚĂŶĠƐĞƚƌĠĐĞƉƚĞƵƌƐͬŝŶŶĞƌǀĂƚŝŽŶĂƐƐŽĐŝĠƐ͘
ĚĂƉƚĠĚĞ΀DŝƐĞƌǇϮϬϭϰ͕>ĂǀĞƌĚĞƚĞƚĂů͘ϮϬϭϱ΁

 
En plus de ces neurones qui répondent au toucher et aux températures inoffensifs, certaines 
fibres nerveuses sensorielles Aį ou C à terminaisons libres ont un seuil d’activation plus élevé 
[Bessou et al. 1969] et initient des sensations douloureuses, elles sont appelés nocicepteurs. 
La majorité des nocicepteurs sont polymodaux, c’est-à-dire qu’ils peuvent être activés par 
plusieurs stimuli douloureux (mécanique, thermique, chimique) [Lynn et al. 1982, Lang et al. 
1990]. Il a également été démontré l’existence d’une quatrième catégorie de fibres nerveuses, 
les pruricepteurs, responsables de la sensation de démangeaison, stimulés par l’histamine ou 
la voie PAR-2 (protease-activated receptor-2) [Misery 2014] ; certaines fibres nerveuses 
pouvant être à la fois nocicepteurs et pruricepteurs [Ikoma et al. 2006]. 
 
 
 
ƚĂƚĚĞů͛Ăƌƚ 
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Parmi les fibres C nociceptives, on distingue deux sous-populations [Le Bars et al. 2002] : 
 Les fibres « peptidergiques » qui synthétisent la SP (substance P) et le CGRP (calcitonin 
gene related peptide) et qui expriment les récepteurs spécifiques au NGF (nerve growth 
factor) ;  
 Les fibres « non-peptidergiques » qui ne synthétisent pas ces molécules mais expriment entre 
autres le récepteur RET (receptor tyrosine kinase). 
 
Outre les terminaisons libres et les corpuscules/disques présentés précédemment, le 
kératinocyte à lui seul est capable d’initier la nociception en réponse à divers stimuli [Talagas 
et al. 2019], comme démontré par trois récentes études [Baumbauer et al. 2015, Pang et al. 
2015, Moehring et al. 2018] utilisant des modèles de souris transgéniques permettant 
l'activation sélective des kératinocytes sans exciter directement les fibres nerveuses associées. 
Des études ont été menées afin d’identifier les récepteurs spécifiques capables de discriminer 
les sensations et en ont mis en évidence de nombreux, détaillés dans la revue de Lumpkin & 
Caterina [Lumpkin et al. 2007] qui explicite les mécanismes moléculaires de fonctionnement 
de ces thermo- et mécanorécepteurs.  
 
Contrairement aux thermorécepteurs et pruricepteurs, dont la perception est essentiellement 
due à l’activation « classique » d’un récepteur membranaire, c’est l’ultrastructure particulière 
des « organes mécanosensoriels » (corpuscules et disques) qui joue un rôle très important dans 
leur capacité à sentir les distorsions cutanées [Zimmerman et al. 2014]. Cependant, il a été 
récemment démontré qu’il existe des récepteurs membranaires activés mécaniquement [Coste 
et al. 2012] et que Piezo2 est impliqué dans la sensation du toucher par les cellules de Merkel 
[Woo et al. 2014].  
Dans ce mémoire, nous n’exposerons que les récepteurs TRPV1 et TRPA1 qui sont des 
canaux ioniques. 
 
ŝ͘ >ĞƌĠĐĞƉƚĞƵƌdZWsϭ
TRPV1 (transient receptor potential vanilloid 1) est l’un des premiers récepteurs 
membranaires identifiés comme étant impliqués dans la transmission de la sensation de chaleur. 
Cette protéine est notamment activée par une température supérieure à 43°C [Caterina et al. 
1997], un pH inférieur à 6 [Tominaga et al. 1998], par la capsaïcine (le principal composant 
piquant des piments) [Thresh 1846, Caterina et al. 1997] et l’anandamide (cannabinoïde 
endogène) [Zygmunt et al. 1999]. Le seuil d’activation thermique de TRPV1 peut par ailleurs 
être abaissé par un environnement pro-inflammatoire [Ji et al. 2002]. 
TRPV1 est fortement exprimé par les fibres nociceptives Aį et C et transmet ainsi un 
message douloureux lors de son activation [Caterina et al. 2001]. TRPV1 est également exprimé 
par les kératinocytes [Inoue et al. 2002], les cellules de Langerhans et les cellules endothéliales 
[Rio et al. 2018]. 
 
TRPV1 semble protéger la peau de l’ulcération ou favoriser sa cicatrisation, comme 
démontré par l’augmentation de la surface cutanée endommagée suite à l’abrasion chimique 
chez la souris KO pour TRPV1, comparée à la souris « wild-type » [Li et al. 2012]. Également, 
sur un modèle d’abrasion de la cornée (tissu structurellement proche de la peau), la présence de 
TRPV1 chez la souris a montré qu’il favorisait la contraction de la plaie par les myofibroblastes 
[Okada et al. 2011], ainsi que la réépithélialisation [Sumioka et al. 2014]. 
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ŝŝ͘ >ĞƌĠĐĞƉƚĞƵƌdZWϭ
TRPA1 (transient receptor potential ankyrin 1) peut être activé par une multitude de 
molécules telle que celles contenues dans la cannelle (le cinnamaldéhyde), et par certaines 
molécules irritantes telles que le toluène. La température peut également activer ce récepteur, 
mais le seuil (chaleur ou froid) diffère selon les espèces. Chez l’humain et la souris, une 
température inférieure à 17°C déclenche son activation [Laursen et al. 2015]. 
TRPA1 est exprimé dans les fibres Aį et C, et très souvent dans des fibres exprimant aussi 
TRPV1 [Lumpkin et al. 2007]. Il est également exprimé dans les kératinocytes, et son activation 
améliore le rétablissement de la barrière cutanée [Denda et al. 2010]. 
 
 
Ces dernières années, des études ont montré que l’activation de TRPV1 ou TRPA1 par 
administration d’agonistes avait des effets sur le métabolisme global, et notamment dans la 
régulation de la glycémie des animaux diabétiques [Derbenev et al. 2016]. De plus TRPV1 
semble être directement associé au développement et à la progression du diabète de type 1 et 
de type 2 [Suri et al. 2008].  
 
Đ͘ >ĂĐŽŵŵƵŶŝĐĂƚŝŽŶŶĞƌĨƐͲƉĞĂƵ
Des contacts anatomiques semblables à des synapses ont été décrits entre les terminaisons 
nerveuses et plusieurs types cellulaires de la peau : kératinocytes [Hilliges et al. 1995], 
mélanocytes [Hara et al. 1996], cellules de Merkel [Winkelmann et al. 1973], fibroblastes 
[Fujiwara et al. 2013], cellules de Langerhans [Gaudillere et al. 1996], mastocytes [Wiesner-
Menzel et al. 1981] et cellules dendritiques dermiques [Sueki et al. 1995].  
Après une stimulation nerveuse physique ou chimique, diverses molécules, appelés 
neuromédiateurs, sont produites et libérées par certaines fibres C, petites fibres Aį et fibres 
nerveuses autonomes qui agissent sur les cellules cibles neuronales et non neuronales. De plus, 
des cellules cutanées telles que des kératinocytes [Sloniecka et al. 2015], des cellules de Merkel 
[Leung et al. 2000] ou des lymphocytes [Wang et al. 2002] se sont révélées capables de libérer 
des neuromédiateurs.  
Il est ainsi admis qu’il existe un réseau de communication entre les systèmes nerveux central 
et périphérique, les systèmes endocrinien et immunitaire et les cellules de la peau appelé 
« système neuro-endocrino-immuno-cutané » (SNEIC) [Misery 1997, Steinhoff et al. 2003, 
Roosterman et al. 2006]. Ce concept permet notamment d’expliquer l’influence du psychisme 
dans le déclenchement de certains désordres dermatologiques tels que le psoriasis ou la 
dermatite atopique. 
Ces médiateurs dérivés de nerfs et des cellules cutanées peuvent jouer un rôle régulateur 
important dans la peau, notamment lors de la cicatrisation des plaies. Certains d’entre eux seront 
décrits dans la partie II.2 de l’état de l’art. 
 
 
 
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//͘ >ĂĐŝĐĂƚƌŝƐĂƚŝŽŶĚĞůĂƉĞĂƵ
 
Lorsque la continuité de la barrière cutanée est rompue, un processus de cicatrisation se met 
en place. La cicatrisation est un phénomène naturel qui fait intervenir de nombreux types 
cellulaires et marqueurs biologiques de manière très organisée dans le temps. 
Le but premier de la cicatrisation est de fermer la brèche rapidement afin d’éviter l’infection 
[Willyard 2018]. Cependant, chez l’adulte sain, ce processus rapide ne permet pas la 
restauration parfaite de l’intégrité et de la fonctionnalité cutanées initiales : il y a formation 
d’une cicatrice [Bayat et al. 2003]. À l’opposé, le fœtus et la personne âgée semblent régénérer 
(reconstruction à l’identique) plutôt que cicatriser ; et certains marqueurs ont été mis en 
évidence comme impliqués dans ce changement de processus [Rinkevich et al. 2015, 
Nishiguchi et al. 2018] et dans la capacité à restaurer la structure et la composition du tissu 
cutané originel [Ito et al. 2007, Plikus et al. 2017]. 
Nous présenterons ici uniquement la cicatrisation cutanée. Les phases, leur durée respective, 
les types cellulaires impliqués et les molécules sécrétées citées dans cette partie ont 
essentiellement été décrits à partir d’observations de la cicatrisation de plaies d’excision. Ainsi, 
il pourrait y avoir des variations avec les autres types de plaie (ulcère de pression, brûlure, 
incision …). 
 
ϭ͘ >ĞƐƉŚĂƐĞƐĚĞůĂĐŝĐĂƚƌŝƐĂƚŝŽŶŶŽŶƉĂƚŚŽůŽŐŝƋƵĞ
Lorsque au moins l’épiderme et le derme sont endommagés, la cicatrisation se déroule en 
quatre phases qui se chevauchent dans le temps : l’hémostase, l’inflammation, la prolifération 
et le remodelage ; chacune faisant intervenir des types cellulaires spécifiques (Figure 9).  
 
 
&ŝŐƵƌĞϵ͘>ĞƐƉŚĂƐĞƐĚĞĐŝĐĂƚƌŝƐĂƚŝŽŶĐƵƚĂŶĠĞŶŽŶƉĂƚŚŽůŽŐŝƋƵĞ͘
ŶŚĂƵƚ͕ůĂĐŝŶĠƚŝƋƵĞĚĞƐĚŝĨĨĠƌĞŶƚƐƚǇƉĞƐĐĞůůƵůĂŝƌĞƐŝŵƉůŝƋƵĠƐůŽƌƐĚĞůĂĐŝĐĂƚƌŝƐĂƚŝŽŶŶŽƌŵĂůĞĚĞůĂƉůĂŝĞ͘Ŷ
ďĂƐ͕ůĞƐƋƵĂƚƌĞƉŚĂƐĞƐĚĞĐŝĐĂƚƌŝƐĂƚŝŽŶ͘ũ͕ũŽƵƌ͖Ɛŵ͕ƐĞŵĂŝŶĞƐ͘ĚĂƉƚĠĚĞ΀WĞŶĐĞĞƚĂů͘ϮϬϭϰ΁
 
Ă͘ >ĂƉŚĂƐĞĚ͛ŚĠŵŽƐƚĂƐĞ
L'hémostase est la première étape du processus de cicatrisation (Figure 10A). Elle est initiée 
par le contact des plaquettes avec les protéines matricielles du tissu blessé, notamment le 
collagène [Nuyttens et al. 2011], ce qui entraîne l'activation des plaquettes, leur adhésion à 
l'endothélium lésé et leur agrégation, stoppant ainsi le saignement [Ruggeri 2002]. Le processus 
ƚĂƚĚĞů͛Ăƌƚ 
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de coagulation est également activé, la thrombine convertissant le fibrinogène en fibrine 
[Wolberg 2007], ce qui forme une matrice extracellulaire provisoire permettant par la suite la 
migration des autres types cellulaires impliqués dans la cicatrisation, tels que les cellules 
endothéliales, les fibroblastes, les kératinocytes, et les cellules immunitaires [Laurens et al. 
2006]. 
Les plaquettes activées libèrent des chimiokines/chémoattractants qui induisent la migration 
des cellules immunitaires vers le site de lésion puis leur adhésion, ainsi que plusieurs facteurs 
de croissance nécessaires aux cellules cutanées, tels que le PDGF (platelet derived growth 
factor), le TNF-Į (tumor necrosis factor-alpha) et le TGF-ȕ (transforming growth factor beta) 
[Golebiewska et al. 2015].  
 
 
&ŝŐƵƌĞϭϬ͘>ĞƐƚǇƉĞƐĐĞůůƵůĂŝƌĞƐĞƚŵŽůĠĐƵůĞƐŝŵƉůŝƋƵĠĞƐƉĞŶĚĂŶƚůĂĐŝĐĂƚƌŝƐĂƚŝŽŶĐƵƚĂŶĠĞ͘
ŚĂƋƵĞĠƚĂƉĞĚĞůĂĐŝĐĂƚƌŝƐĂƚŝŽŶ;ͬŚĠŵŽƐƚĂƐĞ͕ͬŝŶĨůĂŵŵĂƚŝŽŶ͕ͬƉƌŽůŝĨĠƌĂƚŝŽŶ͕ͬƌĞŵŽĚĞůĂŐĞͿĞƐƚ
ĐĂƌĂĐƚĠƌŝƐĠĞƉĂƌĚĞƐĠǀĠŶĞŵĞŶƚƐŵŽůĠĐƵůĂŝƌĞƐĞƚĐĞůůƵůĂŝƌĞƐĐůĠƐĞƚĞƐƚĐŽŽƌĚŽŶŶĠĞƉĂƌƵŶŶŽŵďƌĞŝŵƉŽƌƚĂŶƚ
ĚĞĨĂĐƚĞƵƌƐƋƵŝƐŽŶƚƐĠĐƌĠƚĠƐĞƚĐĂƉƚĠƐƉĂƌůĞƐĐĞůůƵůĞƐĚĞůĂƉůĂŝĞ͕ĚŽŶƚĐĞƌƚĂŝŶƐƐŽŶƚƌĞƉƌĠƐĞŶƚĠƐŝĐŝ͘ĚĂƉƚĠĚĞ
΀^ƵŶĞƚĂů͘ϮϬϭϰ΁͘
 
ď͘ >ĂƉŚĂƐĞŝŶĨůĂŵŵĂƚŽŝƌĞ
La deuxième phase de la cicatrisation est caractérisée par la migration de cellules 
immunitaires vers le site de la plaie (Figure 10B), dont les principales sont les neutrophiles et 
les macrophages. L'expression et l'activation de molécules d'adhésion sur les cellules 
endothéliales vasculaires favorisent l'adhésion des cellules immunitaires à l'endothélium, qui 
migrent ensuite dans l'espace extravasculaire, sous l’effet du gradient de concentration en 
chimiokines [Vestweber 2015]. 
 
WŚĂƐĞƉƌŽͲŝŶĨůĂŵŵĂƚŽŝƌĞ͗ĚĠďƌŝĚĞŵĞŶƚĚĞůĂƉůĂŝĞĞƚĂĐƚŝǀŝƚĠĂŶƚŝͲŝŶĨĞĐƚŝĞƵƐĞ
Les neutrophiles sont les premières cellules immunitaires à arriver, jouant un rôle majeur 
dans le contrôle des infections (par phagocytose, par relargage de substances toxiques, ou par 
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NETose [Singh et al. 2017]), ainsi que dans le débridement de la plaie [Dovi et al. 2004] par la 
production de protéases dégradant la matrice extracellulaire endommagée (notamment la 
MMP-8 [Martins et al. 2013]). 
24 à 48h après l’afflux de neutrophiles [Dovi et al. 2004], les monocytes résidents et ceux 
en circulation pénètrent dans la plaie et se différencient en macrophages de phénotype M1 pro-
inflammatoire [Mosser 2003], produisant un grand nombre de médiateurs et de cytokines, dont 
les interleukines-1/6/12 (IL-1, IL-6, IL-12), le TNF-Į et l'oxyde nitrique synthase inductible 
(iNOS), et participant au débridement de la plaie et à la phagocytose des agents infectieux [Koh 
et al. 2011]. 
Les neutrophiles ont une grande capacité à dégrader la matrice, ce qui peut être délétère pour 
la résolution de la cicatrisation. De plus ils produisent une grande quantité de radicaux libres, 
créant un stress oxydatif local pouvant causer des dommages tissulaires additionnels [Wilgus 
et al. 2003]. Aussi, les macrophages participent à la suppression des neutrophiles présents par 
de multiples manières, notamment par la phagocytose des neutrophiles apoptotiques selon un 
processus appelé l’efférocytose [Khanna et al. 2010]. Ce processus permet la transition des 
macrophages vers un phénotype M2 anti-inflammatoire [Fadok et al. 1998]. 
 
WŚĂƐĞĂŶƚŝͲŝŶĨůĂŵŵĂƚŽŝƌĞ͗ƐƚŝŵƵůĂƚŝŽŶƉŽƵƌůĂƉƌŽůŝĨĠƌĂƚŝŽŶĐĞůůƵůĂŝƌĞ
Les macrophages de phénotype M2 influencent la cicatrisation des plaies par la synthèse de 
molécules favorisant la prolifération cellulaire et la synthèse protéique telles que le TGF-ȕ1, le 
VEGF (vascular endothelial growth factor) et l’IGF-1 (insulin-like growth factor-1), ainsi que 
par la production de protéases et de leurs inhibiteurs qui influent sur le contenu et le remodelage 
de la MEC. Ils sécrètent également des médiateurs anti-inflammatoires, tels que l'antagoniste 
de l'IL-1R (IL-1RA), le récepteur de l'IL-1 de type II et l'IL-10 [Koh et al. 2011]. 
Ainsi la transition M1-M2 des macrophages induit la résolution de la phase inflammatoire 
qui est nécessaire pour la mise en place de la phase proliférative de la cicatrisation [Mosser 
2003]. 
 
Đ͘ >ĂƉŚĂƐĞĚĞƉƌŽůŝĨĠƌĂƚŝŽŶĐĞůůƵůĂŝƌĞ
Suite à la phase inflammatoire, la matrice extracellulaire provisoire composée de fibrine 
commence à être remplacée par un tissu conjonctif appelé tissu de granulation, constitué de 
fibroblastes, cellules endothéliales, cellules immunitaires et matrice extracellulaire (Figure 
10C). 
 
WƌŽĚƵĐƚŝŽŶĚĞŵĂƚƌŝĐĞĞǆƚƌĂĐĞůůƵůĂŝƌĞĞƚĐŽŶƚƌĂĐƚŝŽŶĚĞůĂƉůĂŝĞ
Les fibroblastes provenant des berges non lésées ou dérivant des fibrocytes circulant (sous-
population de leucocytes) [Abe et al. 2001] migrent dans la plaie sous l’effet de molécules 
(PDGF, FGF (fibroblast growth factor), TGF-ȕ et IL-1) sécrétées majoritairement par les 
plaquettes et les cellules immunitaires [Werner et al. 2003]. Les fibroblastes utilisent la matrice 
provisoire comme échafaudage et commencent alors à proliférer. Ils dégradent cette matrice 
(via la sécrétion des MMP-1, -2, -3, -14, -19 [Löffek et al. 2011]) et produisent une grande 
quantité de collagène de type III et de la fibronectine. Ainsi sous l’effet du changement de 
propriétés mécaniques du microenvironnement et du TGF-ȕ [Hinz 2007], ainsi que de la 
périostine [Zhou et al. 2010, Kanaoka et al. 2018] (sécrétée par les fibroblastes eux-mêmes et 
les kératinocytes au cours de la cicatrisation [Jackson-Boeters et al. 2009]), certains fibroblastes 
se différencient en myofibroblastes, cellules contractiles riches en Į-SMA (smooth muscle 
ƚĂƚĚĞů͛Ăƌƚ 
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actin), qui, par leur force de traction, tirent les berges vers le centre de la plaie, réduisant ainsi 
progressivement la taille de la plaie [Kordestani 2019]. 

ŶŐŝŽŐĞŶğƐĞ
De nouveaux vaisseaux sanguins se forment dans le tissu de granulation par la migration et 
la prolifération des cellules endothéliales provenant du réseau capillaire préexistant. Cette 
angiogenèse est induite par divers facteurs pro-angiogéniques produits par les kératinocytes, les 
fibroblastes et les cellules immunitaires, notamment le VEGF produit en réponse à l’hypoxie 
locale [Brown et al. 1992, Shweiki et al. 1992] et le FGF [Murakami et al. 2008]. 
 
ZĠŝŶŶĞƌǀĂƚŝŽŶ
La régénération des fibres nerveuses (réinnervation) de la peau lésée commence dès les 
premiers jours et se poursuit pendant toute la phase de prolifération, si bien que la quantité de 
fibres PGP9.5 positives dans le néoépiderme/néoderme du rongeur trois semaines post-excision 
est proche de celle de la peau non lésée [Wallengren et al. 1999, Henderson et al. 2006]. Les 
fibres nerveuses nouvellement formées peuvent être identifiées avec le marqueur GAP43 
(growth-associated protein 43) qui semble être impliqué dans l’orientation de la division 
cellulaire [Zhao et al. 2011]. Il a été démontré que les fibres nerveuses et le système vasculaire 
interagissent via diverses molécules qu’ils sécrètent et qui façonnent une architecture parallèle 
des nerfs et des vaisseaux dans la peau [Weinstein 2005]. 
 
ZĠĠƉŝƚŚĠůŝĂůŝƐĂƚŝŽŶͬƌĠĠƉŝĚĞƌŵŝƐĂƚŝŽŶ
Parallèlement à la formation du tissu de granulation, et sous l’action de divers facteurs de 
croissance libérés par l'épiderme lésé, tels que l’EGF (epidermal growth factor), le KGF 
(keratinocyte growth factor) et le FGF-2, les kératinocytes des bords de la lésion ou des annexes 
cutanées se mettent à migrer et proliférer [Woodley et al. 1993]. 
Deux études récentes sur la souris ont confirmé l'existence de deux compartiments 
concentriques et distincts dans l'espace ayant une signature moléculaire spécifique : juste au 
bord de la lésion se trouve une « langue » de kératinocytes migrant et non proliférant (exprimant 
notamment les MMP-1, -9, -10, -13 leur permettent de dégrader la matrice et diminuer 
l’adhérence au tissu sous-jacent), suivi d’une zone d’épiderme plus épais contenant des 
kératinocytes fortement prolifératifs (exprimant notamment la MMP-3) [Saarialho-Kere et al. 
1994, Aragona et al. 2017, Park et al. 2017]. 
Lorsque les kératinocytes migrant se rejoignent il y a alors formation d’un néoépiderme, qui 
se stratifie et se différencie afin de restaurer la barrière cutanée. 
 
Ě͘ >ĂƉŚĂƐĞĚĞƌĞŵŽĚĞůĂŐĞ
Durant la phase de remodelage (Figure 10D), le tissu de granulation se transforme 
progressivement en tissu cicatriciel mature. Ce processus, pouvant durer plusieurs mois, permet 
la reconstruction de la peau qui retrouve ainsi une constitution et une fonction proches du tissu 
non lésé. 

ZĞŵŽĚĞůĂŐĞŵĂƚƌŝĐŝĞů
La matrice extracellulaire à prédominance collagène de type III est dégradée par les 
macrophages et les fibroblastes, puis remplacée par une nouvelle matrice à prédominance 
collagène de type I par les fibroblastes qui lui confère une meilleure résistance [Krzyszczyk et 
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al. 2018]. La périostine participe au remodelage en stimulant la sécrétion de collagène de type 
I par les fibroblastes ainsi que sa fibrillogenèse [Norris et al. 2007]. 
Il existe un équilibre fin tout au long de la cicatrisation entre les MMP et les TIMP pour 
réguler la production et la dégradation de la MEC, TIMP-3 semblant avoir un rôle prépondérant 
dans le remodelage de la matrice [Martins et al. 2013]. 
 
ZĞŵŽĚĞůĂŐĞǀĂƐĐƵůĂŝƌĞ
Pendant le remodelage, la densité vasculaire diminue, et bien que les mécanismes précis de 
cette régression ne soient pas encore totalement compris, les changements du 
microenvironnement (collagènes, résistance mécanique) semblent y contribuer [Wietecha et al. 
2013]. 
 
ƉŽƉƚŽƐĞĐĞůůƵůĂŝƌĞ
La transition de la phase proliférative à la phase de remodelage se caractérise également par 
la diminution importante du nombre de cellules présentes dans le tissu de granulation / 
néoderme : les macrophages, les myofibroblastes et une partie de cellules endothéliales entrent 
en apoptose [Desmouliere et al. 1995, Krzyszczyk et al. 2018]. 
 
Ϯ͘ >ĞƌƀůĞĚĞƐŶĞƵƌŽŵĠĚŝĂƚĞƵƌƐĚĂŶƐůĂĐŝĐĂƚƌŝƐĂƚŝŽŶ
Outre les chimiokines, facteurs de croissance et enzymes cités dans la partie précédente, il 
est maintenant reconnu que de nombreux neuromédiateurs sont sécrétés au niveau de la peau et 
ont une action sur l’homéostasie cutanée et la cicatrisation. Ces molécules peuvent être 
synthétisées par les fibres nerveuses, mais également les cellules cutanées et les cellules 
immunitaires. 
Le terme exact pour nommer ce groupe de molécules n’est pas bien défini dans la littérature. 
Aussi dans ce mémoire nous les appellerons « neuromédiateurs ». Ces « neuromédiateurs » 
peuvent être des neurotransmetteurs, des neuropeptides, des neurohormones ou des 
neurotrophines. L’activité connue de certains de ces neuromédiateurs sur la cicatrisation est 
décrite ci-après. 
 
Ă͘ >ĞƐŶĞƵƌŽƚƌĂŶƐŵĞƚƚĞƵƌƐ
L’acétylcholine et les catécholamines sont de petits messagers non-peptidiques. Auparavant, 
ces molécules étaient décrites uniquement comme des médiateurs sécrétés par les fibres 
nerveuses autonomes. Cependant de récentes études ont montré qu’ils étaient également 
sécrétés par des cellules non neuronales et jouaient un rôle important dans l’homéostasie et 
l’inflammation cutanée. 
 
ŝ͘ >͛ĂĐĠƚǇůĐŚŽůŝŶĞ
L’acétylcholine est sécrétée au niveau cutané par les neurones autonomes cholinergiques, et 
de nombreux types cellulaires de la peau des mammifères qui sécrètent ce neurotransmetteur et 
expriment ses récepteurs (récepteurs muscariniques et nicotiniques) [Wessler et al. 2008]. Ainsi 
il a été montré récemment qu’une faible dose d’acétylcholine en application topique accélère la 
cicatrisation cutanée en favorisant la migration des kératinocytes et l’angiogenèse [Uberti et al. 
2018]. 
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ŝŝ͘ >ĞƐĐĂƚĠĐŚŽůĂŵŝŶĞƐ
Les catécholamines (noradrénaline, adrénaline …) sont sécrétées au niveau de la peau par 
les neurones autonomes adrénergiques, les kératinocytes et les mélanocytes [Roosterman et al. 
2006] ; et les récepteurs adrénergiques sont notamment exprimés par les kératinocytes, les 
fibroblastes, les monocytes et les lymphocytes T [Roosterman et al. 2006, Ashrafi et al. 2016]. 
La stimulation des récepteurs Į-adrénergiques augmente la production de TGF-ȕ par les 
fibroblastes cutanés et favorise leur migration et la production de MEC [Ashrafi et al. 2016]. 
Tandis que le blocage des récepteurs ȕ-adrénergiques accélère la migration des kératinocytes 
et la réépithélialisation des plaies [Pullar et al. 2006]. 
 
ď͘ >ĞƐŶĞƵƌŽƉĞƉƚŝĚĞƐ͗ůĂƐƵďƐƚĂŶĐĞWĞƚůĞ'ZWĞŶĚĠƚĂŝů
Il existe de nombreux neuropeptides sécrétés au niveau de la peau et qui jouent un rôle dans 
la cicatrisation. Cependant dans cette partie, seuls la substance P et le CGRP seront détaillés. 
En effet, ces deux neuropeptides sont sécrétés par les nerfs suite à l’activation de TRPV1 ou 
TRPA1 qui, comme décrit précédemment, semblent être impliqués dans certaines régulations 
métaboliques du diabète. De plus, la substance P et le CGRP sont deux acteurs majeurs de 
l'inflammation neurogène cutanée définie comme l'inflammation provoquée (ou amplifiée) par 
une libération excessive de neuropeptides dans la peau à partir des terminaisons des nerfs 
sensitifs activés localement ou antidromiquement (du corps cellulaire vers les terminaisons), et 
entraînent la dégranulation, la vasodilatation et l'extravasation des protéines plasmatiques et des 
cellules immunitaires [Gouin et al. 2017].  
 
ŝ͘ >ĂƐƵďƐƚĂŶĐĞW
La substance P (SP) est un peptide de 11 acides aminés qui est impliqué dans la transmission 
centrale de la douleur [Roosterman et al. 2006]. 
 
ǆƉƌĞƐƐŝŽŶĐĞůůƵůĂŝƌĞĚĞůĂƐƵďƐƚĂŶĐĞWĞƚĚĞƐŽŶƌĠĐĞƉƚĞƵƌ
Ce neuropeptide et son récepteur de haute affinité NK-1R (tachykinin receptor 1) sont 
sécrété/exprimé au niveau de la peau par les fibres nerveuses sensorielles, les cellules 
endothéliales microvasculaires dermiques, les fibroblastes et les kératinocytes [Quinlan et al. 
1998, Liu et al. 2006, Roosterman et al. 2006, Blais et al. 2014].  
 
DŽĚƵůĂƚŝŽŶĐĞůůƵůĂŝƌĞĚĞů͛ĂĐƚŝŽŶĚĞůĂƐƵďƐƚĂŶĐĞW
NK-1R est un récepteur couplé aux protéines G et suite à son activation par la SP, le 
complexe est rapidement endocyté de manière dépendante du système clathrine/ȕ-arrestine 
[Jensen et al. 2017], permettant la signalisation intracellulaire. En fonction de la concentration 
de la substance P, le récepteur peut alors soit être recyclé à la membrane (resensibilisation), soit 
être retenu prêt du noyau provoquant une insensibilité cellulaire temporaire à ce neuropeptide 
[Roosterman et al. 2004]. 
L’action de la SP peut également être modulée par la NEP (neutral endopeptidase). La NEP 
est une métalloprotéinase qui entre en compétition avec le récepteur NK-1R et dégrade 
enzymatiquement la SP [Okamoto et al. 1994]. La NEP est liée à la membrane plasmique et a 
été détectée dans les cellules endothéliales, les fibroblastes et les kératinocytes [Olerud et al. 
1999, Spenny et al. 2002]. 
L’ECE-1 (endothelin-converting enzyme-1) est également capable de dégrader la SP, en 
particulier au niveau des endosomes [Johnson et al. 1999, Jensen et al. 2017]. 
ƚĂƚĚĞů͛Ăƌƚ 
ϰϬ
 
ĨĨĞƚĚĞůĂƐƵďƐƚĂŶĐĞWƐƵƌůĂĐŝĐĂƚƌŝƐĂƚŝŽŶ
Il a été montré que l'administration exogène de SP accélère la cicatrisation cutanée [Delgado 
et al. 2005]. En effet, la SP est l’un des principaux médiateurs de la perméabilité vasculaire 
locale, permettant l'extravasation plasmatique des cellules immunitaires [Holzer 1998]. La SP 
induit également une légère vasodilatation [Branchet-Gumila et al. 1999], module la synthèse 
et la libération de cytokines proinflammatoires (interleukines, TGF-Į, TNF-Į, …) par les 
différents types cellulaires présents dans la plaie, et stimule l’activité cellulaire inflammatoire 
[Shi et al. 2013, Ashrafi et al. 2016]. 
Outre son activité pendant la phase inflammatoire de la cicatrisation, la SP favorise la 
migration et la prolifération des fibroblastes [Ziche et al. 1990a, Parenti et al. 1996, Cheret et 
al. 2014], la migration des kératinocytes [Blais et al. 2014], la prolifération des cellules 
endothéliales et l’angiogenèse [Ziche et al. 1990b, Um et al. 2016]. Ce neuropeptide stimule 
également la production de collagènes de type I et III et participe à la différenciation des 
fibroblastes en myofibroblastes [Cheret et al. 2014, Um et al. 2016]. La SP induit aussi la 
synthèse et la sécrétion de NGF (nerve growth factor) par les kératinocytes [Dallos et al. 2006, 
Shi et al. 2013] et les cellules endothéliales microvasculaires dermiques [Gibran et al. 2003], 
le NGF stimulant la croissance des neurites et participant ainsi à la régénération nerveuse lors 
de la cicatrisation. 
Enfin, la SP semble participer à la phase de remodelage en augmentant l’activité de la MMP-
2 plusieurs jours post-lésion ex vivo [Cheret et al. 2014]. 
 
ŝŝ͘ >Ğ'ZW
Le CGRP est l'un des neuropeptides les plus abondants dans la peau et est souvent colocalisé 
avec la SP dans les fibres nerveuses sensorielles cutanées [Gibbins et al. 1987]. Il est, comme 
la SP, impliqué dans la transmission centrale de la douleur [Roosterman et al. 2006]. 
Le CGRP est un peptide de 37 acides aminés. Il existe sous deux isoformes, le CGRP-Į (ou 
CGRP-1) et le CGRP-ȕ (ou CGRP-2) (codés par les gènes CALCA et CALCB respectivement), 
qui diffèrent par trois acides aminés. Leurs activités biologiques semblent similaires 
[Roosterman et al. 2006, Russell et al. 2014], bien que certaines études aient montré une 
absence/faible activité de la forme beta sur des cellules non cutanées [Mulderry et al. 1988, Hirt 
et al. 1997]. 
 
ǆƉƌĞƐƐŝŽŶĐĞůůƵůĂŝƌĞĚƵ'ZW
Au niveau des fibres nerveuses sensorielles, les deux isoformes de CGRP sont exprimés, 
mais la forme alpha est majoritaire [Mulderry et al. 1988, Roggenkamp et al. 2013]. Bien que 
les nerfs (autonomes et sensoriels) soient la source principale de CGRP [Russell et al. 2014], 
ce neuropeptide est également produit par des cellules non neuronales, telles que les cellules 
endothéliales [Cai et al. 1993], les adipocytes et les macrophages [Linscheid et al. 2004], les 
lymphocytes [Wang et al. 2002] et les kératinocytes (expression génique des deux isoformes 
[Shi et al. 2013] et sécrétion dans le milieu extracellulaire de la forme beta [Hou et al. 2011, 
Roggenkamp et al. 2013]). 
 
>Ğ ƌĠĐĞƉƚĞƵƌĂƵ'ZW͗ƵŶ ĐŽŵƉůĞǆĞĚĞ ƚƌŽŝƐƉƌŽƚĠŝŶĞƐŶĠĐĞƐƐĂŝƌĞƐƉŽƵƌ ƐĂ ƐƉĠĐŝĨŝĐŝƚĠ͕ ƐĂ
ŵĂƚƵƌĂƚŝŽŶĞƚƐŽŶĂĐƚŝǀŝƚĠ
Le CGRP appartient à la superfamille des « calcitonin gene peptides » qui comprend aussi 
l’amyline, la calcitonine, l’adrénomédulline, et l’adrénomédulline 2 (ou intermédine); 
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[Wimalawansa 1997, Hay et al. 2018]. Toutes ces protéines partagent des sous-unités de 
récepteurs, dont la combinaison régit l’affinité au ligand (Figure 11). 
 

&ŝŐƵƌĞϭϭ͘ZĠĐĞƉƚĞƵƌƐŵĞŵďƌĂŶĂŝƌĞƐĚĞƐƉĞƉƚŝĚĞƐĚĞůĂƐƵƉĞƌĨĂŵŝůůĞĚĞƐͨĐĂůĐŝƚŽŶŝŶŐĞŶĞƉĞƉƚŝĚĞƐͩĞƚĂĨĨŝŶŝƚĠ
ƌĞƐƉĞĐƚŝǀĞƉŽƵƌůĞƵƌƐůŝŐĂŶĚƐ͘
>ΖĂƐƐŽĐŝĂƚŝŽŶĚĞƐZDWĂǀĞĐůĞ>ZŽƵůĞdZĚŽŶŶĞĚŝǀĞƌƐƌĠĐĞƉƚĞƵƌƐƉŽƵƌůĞ'ZW͕ů͛ĂĚƌĠŶŽŵĠĚƵůůŝŶĞ͕
ů͛ĂĚƌĠŶŽŵĠĚƵůůŝŶĞϮͬŝŶƚĞƌŵĠĚŝŶĞ͕ůĂĐĂůĐŝƚŽŶŝŶĞĞƚů͛ĂŵǇůŝŶĞ͕ĂǀĞĐĐŚĂĐƵŶƵŶĞĂĨĨŝŶŝƚĠĚŝĨĨĠƌĞŶƚĞƉŽƵƌůĞƵƌƐ
ůŝŐĂŶĚƐ͘ĚĂƉƚĠĚĞ΀,ĂǇĞƚĂů͘ϮϬϭϴ΁͘
 
Ainsi, le récepteur de haute affinité et spécificité pour le CGRP est le complexe formé de 
RAMP1 (receptor activity-modifying protein 1) et de CLR (calcitonin receptor-like receptor) 
[Hay et al. 2018], aussi bien chez l’humain que chez le rongeur [Husmann et al. 2000, Choksi 
et al. 2002, Lennerz et al. 2008], au niveau de leur partie extracellulaire [Banerjee et al. 2006]. 
RAMP1 joue un rôle de chaperonne pour CLR en permettant sa glycosylation terminale 
[McLatchie et al. 1998, Fraser et al. 1999], condition absolue pour permettre la fixation du 
CGRP [Hilairet et al. 2001b]. En l’absence de CLR, RAMP1 reste au niveau du réticulum 
endoplasmique où il s’homodimérise [Hilairet et al. 2001a]. À l’inverse, CLR peut seul (et non 
glycosylé) atteindre la membrane plasmique [Flahaut et al. 2002, Udawela et al. 2006]. Il a 
ainsi été montré que la formation du complexe RAMP1-CLR n’est possible que lors de leur 
expression simultanée [Kuwasako et al. 2000]. 
 
De plus, la transduction du signal suite à la fixation du CGRP ne peut se faire que si la partie 
intracellulaire de CLR (couplée aux protéines G) interagit avec RCP (receptor component 
protein) [Evans et al. 2000] au niveau de la membrane [Cueille et al. 2004]. RCP n’est pas 
spécifique du récepteur au CGRP car il est également nécessaire à la transduction du signal 
pour les récepteurs RAMP2,3-CLR [Prado et al. 2001], et peut être localisé au niveau du noyau 
où il catalyse la transcription de l’ADN en ARN [Uniprot-RCP9]. 
Ainsi le complexe de protéines jouant le rôle de récepteur fonctionnel au CGRP est RAMP1-
CLR-RCP (Figure 12). 
 
 
&ŝŐƵƌĞϭϮ͘^ĐŚĠŵĂĚƵƌĠĐĞƉƚĞƵƌĨŽŶĐƚŝŽŶŶĞůĚƵ'ZWĐŽŵƉŽƐĠĚƵĐŽŵƉůĞǆĞĚĞZDWϭ͕>ZĞƚZW͘
dŝƌĠĚĞ΀ZĂĚĚĂŶƚĞƚĂů͘ϮϬϭϭ΁
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
ǆƉƌĞƐƐŝŽŶĐĞůůƵůĂŝƌĞĚƵƌĠĐĞƉƚĞƵƌĂƵ'ZW
Dans la peau, l’expression des sous-unités du récepteur au CGRP a majoritairement été 
étudiée au niveau génique (ARN messager (ARNm)) et peu au niveau protéique. Ainsi les sous-
unités sont exprimées par :  
 les kératinocytes (ARNm de RAMP1, CLR et RCP) [Albertin et al. 2003, Hou et al. 2011, 
Roggenkamp et al. 2013] ;  
 les fibroblastes (ARNm de RAMP1 et CLR) [Albertin et al. 2003] ;  
 les cellules endothéliales microvasculaires dermiques (ARNm de RAMP1, CLR, RCP) 
[Huang et al. 2011] ;  
 les macrophages dans le tissu de granulation (protéine RAMP1) [Kurashige et al. 2014]. 
 
DŽĚƵůĂƚŝŽŶĐĞůůƵůĂŝƌĞĚĞů͛ĂĐƚŝŽŶĚƵ'ZW
Après fixation du CGRP sur le complexe RAMP1-CLR-RCP, et comme pour la substance 
P, l’ensemble ligand-récepteur est internalisé de manière dépendante du système clathrine/ȕ-
arrestine [Hilairet et al. 2001a, Padilla et al. 2007], et le recyclage à la membrane des sous-
unités du récepteur ou leur dégradation dépend du temps de présence du CGRP dans le milieu 
extracellulaire [Cottrell et al. 2007]. 
La NEP dégrade la substance P, mais également, et dans une bien moindre mesure, le CGRP 
[Katayama et al. 1991]. Le CGRP peut aussi être dégradé par l’ECE-1 au niveau intracellulaire 
[Padilla et al. 2007, Hartopo et al. 2013], et a des sites de coupure pour l’IDE (insulin-degrading 
enzyme) [Kim et al. 2012]. 
 
ĨĨĞƚĚƵ'ZWƐƵƌůĂĐŝĐĂƚƌŝƐĂƚŝŽŶ
Le CGRP a montré son effet bénéfique sur la durée de la cicatrisation par administration 
exogène [Khalil et al. 1996, Engin 1998], et l’effet négatif de son ablation sur le temps de 
fermeture de la plaie [Toda et al. 2008]. 
Cet effet est en partie dû au fait que le CGRP est tout d’abord un puissant vasodilatateur 
[Brain et al. 1985], participant ainsi à l’inflammation neurogène. Ensuite, différentes études ont 
montré un effet soit pro- soit anti-inflammatoire du CGRP, dépendant de la situation [Russell 
et al. 2014]. En effet, le CGRP stimule l'adhésion de cellules immunitaires et la sécrétion de 
chimiokines et médiateurs pro-inflammatoires par les cellules cutanées environnantes [Sung et 
al. 1992, Roosterman et al. 2006, Shi et al. 2013]. Mais le CGRP semble principalement avoir 
des effets anti-inflammatoires localement en diminuant l’œdème chez le rongeur [Clementi et 
al. 1994, Clementi et al. 1995], l’accumulation de neutrophiles [Gherardini et al. 1998], la 
production de cytokines pro-inflammatoires et la prolifération des monocytes périphériques 
[Scholzen et al. 1998, Cheret et al. 2013, Toriyama et al. 2015]. 
Le CGRP stimule aussi la prolifération des kératinocytes [Seike et al. 2002, Roggenkamp et 
al. 2013] et des fibroblastes [Cheret et al. 2014], et la prolifération des cellules endothéliales et 
l’angiogenèse [Haegerstrand et al. 1990, Toda et al. 2008, Mapp et al. 2012]. Ce neuropeptide 
favorise également la mise en place du tissu de granulation par l’augmentation du dépôt de 
collagène de type III et la différentiation des fibroblastes en myofibroblastes [Cheret et al. 2014, 
Yan et al. 2019]. Le CGRP, tout comme la substance P, induit la synthèse et la sécrétion de 
NGF par les kératinocytes, favorisant la repousse nerveuse [Dallos et al. 2006, Shi et al. 2013]. 
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Đ͘ >ĞƐŶĞƵƌŽƚƌŽƉŚŝŶĞƐ͗ĐĂƐĚƵE'&
Les neurotrophines sont des facteurs de croissance essentiels pour la croissance, la 
prolifération et le maintien des fibres nerveuses. On en dénombre quatre : le NGF (nerve growth 
factor), la NT-3 (neurotrophin-3), la NT-4/5 (neurotrophin-4/5) et le BDNF (brain-derived 
neurotrophic factor). Les neurotrophines peuvent se lier à deux types de récepteurs 
[Roosterman et al. 2006, Cheret et al. 2013]: 
 p75NTR (neurotrophin receptor p75) à faible affinité pour toutes les neurotrophines ;  
 les récepteurs Trk (tropomyosin receptor kinase) à haute affinité et sélectivité au ligand. 
Ainsi TrkA lie fortement le NGF, TrkB lie la NT3, la NT-4/5 et le BDNF, et TrkC lie le NT-
3. 
 
>ĞE'&ƉĂƌƚŝĐŝƉĞăůĂďŽƵĐůĞĚ͛ĂŵƉůŝĨŝĐĂƚŝŽŶĞŶƚƌĞůĂ^W͕ůĞ'ZWĞƚdZWsϭ
Dans ce travail de thèse nous nous sommes concentrés sur le NGF et ses récepteurs. En effet, 
comme énoncé précédemment, la substance P et le CGRP stimule la sécrétion de NGF par les 
cellules cutanées. De plus, le NGF stimule à nouveau la production et la libération de ces deux 
neuropeptides par l’activation indirecte de TRPV1 des fibres nerveuses [Price et al. 2005, Skoff 
et al. 2006]. Il existe donc une boucle d’amplification entre ces molécules et entre cellules 
cutanées et fibres nerveuses. 
 
ǆƉƌĞƐƐŝŽŶĐĞůůƵůĂŝƌĞĚƵE'&ĞƚĚĞƐĞƐƌĠĐĞƉƚĞƵƌƐ
Le NGF est un polypeptide de 241 acides aminés. Ces récepteurs sont p75NTR (faible 
affinité) et TrkA (haute affinité). Mais il a été montré que ces deux protéines peuvent 
s’assembler (TrkA-p75NTR, TrkA-TrkA, TrkA-p75NTR-TrkA (captant 2 NGF)) et ainsi 
former une multitude de récepteurs possibles [Wehrman et al. 2007]. 
Cette neurotrophine et ses récepteurs sont synthétisés au niveau de la peau par les fibres 
nerveuses sensorielles et autonomes [Anand et al. 1996, Liang et al. 1999, Ritter et al. 2000], 
les kératinocytes [Shibayama et al. 1996, Liang et al. 1999, Marconi et al. 2003], les 
mélanocytes [Marconi et al. 2006], les fibroblastes [Palazzo et al. 2012] et diverses cellules 
immunitaires [Roosterman et al. 2006]. 
 
ĨĨĞƚĚƵE'&ƐƵƌůĂĐŝĐĂƚƌŝƐĂƚŝŽŶ
Les récepteurs p75NTR et TrkA semblent entrer en compétition et avoir des effet opposés 
lors de leur activation par le NGF (apoptose et survie, respectivement) [Yoon et al. 1998]. 
L’effet du NGF observé peut donc dépendre de l’expression respective de ses deux récepteurs 
dans le type cellulaire considéré, mais aussi de leur éventuelle complexation [Micera et al. 
2007]. 
Toutefois, l’ajout de NGF sur une plaie favorise sa cicatrisation [Matsuda et al. 1998, Nithya 
et al. 2003]. Cette neurotrophine est d’ailleurs constitutivement sécrétée en grande quantité 
dans la plaie avec un pic 24h post-excision [Matsuda et al. 1998]. Le NGF peut alors être capté 
par les fibres nerveuses et être transporté de manière rétrograde jusqu’aux GRD, favorisant la 
survie et la repousse des fibres nerveuses [Rich et al. 1987, Lewin et al. 1993], et stimulant la 
production de neuropeptides (dont la SP et le CGRP) [Supowit et al. 2001, Price et al. 2005, 
Ackermann et al. 2013]. 
Il a également été montré un effet direct du NGF sur certains types cellulaires. Ainsi, le NGF 
améliore les fonctions des monocytes/macrophages [Susaki et al. 1996], il stimule la 
prolifération des kératinocytes [Pincelli et al. 2000], la migration des fibroblastes et leur 
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différenciation en myofibroblastes [Palazzo et al. 2012], et induit la prolifération des cellules 
endothéliales microvasculaires dermiques [Raychaudhuri et al. 2001] et l’angiogenèse 
[Emanueli et al. 2002]. 
 
 
Comme décrit précédemment, le NGF, la SP, le CGRP et TRPV1 participent à la 
cicatrisation cutanée et s’autorégulent. On peut ainsi proposer ce schéma récapitulatif (Figure 
13). 
 

&ŝŐƵƌĞϭϯ͘^ĐŚĠŵĂĚĞͬůĂƌĠŐƵůĂƚŝŽŶĞƚͬů͛ĂĐƚŝǀŝƚĠĚŝƌĞĐƚĞĚĂŶƐůĂĐŝĐĂƚƌŝƐĂƚŝŽŶĚĞE'&͕dZWsϭ͕^WĞƚ'ZW͘
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///͘ >ĂƐŽƵƌŝƐ͕ŵŽĚğůĞĚ͛ĠƚƵĚĞĚĞůĂĐŝĐĂƚƌŝƐĂƚŝŽŶ
 
Dans le domaine de la recherche en biologie de la peau il existe de nombreux modèles : in 
vitro (2D, 3D, co-culture), ex vivo (tissu mis en culture) et in vivo (animal). 
La cicatrisation de la peau est un phénomène faisant participer de nombreux types 
cellulaires, et les modèles in vitro / ex vivo actuels ne permettent pas de recréer la complexité 
du processus de réparation, notamment car il n’y a pas/peu la contribution des systèmes 
vasculaires, immunitaires et nerveux. Les modèles animaux sont donc essentiels pour élucider 
les mécanismes physiologiques et pathologiques de la réparation de la peau, en particulier avec 
le diabète.  
 
ϭ͘ /ŶƚĠƌġƚƐĚĞůĂƐŽƵƌŝƐĚĞůĂďŽƌĂƚŽŝƌĞ
La souris est le modèle animal le plus couramment utilisé. En effet, c’est un mammifère dont 
le génome est très similaire à celui de l’homme [Copeland et al. 1993], la souris est facile à 
manipuler et à entretenir, se reproduit rapidement et est économiquement accessible. Cette 
espèce peut être standardisée en fonction de l'âge, du sexe, et des prédispositions génétiques, et 
permet l'utilisation d'un nombre relativement élevé d'animaux pour la validation statistique. De 
par sa fréquente utilisation, il existe déjà un nombre important de réactifs (anticorps, …) 
spécifiques de cette espèce, ce qui facilite le travail expérimental [Sundberg et al. 1996]. 
De plus, des lignées génétiquement modifiées ont été développées pour étudier les voies 
moléculaires spécifiques de la réparation de la  peau [Zomer et al. 2018]. Pour ces raisons, la 
grande majorité des études concernant la cicatrisation des plaies cutanées, dont ce travail de 
thèse, est réalisée chez la souris. 
 
L’intérêt de différentes espèces animales pour l’étude de la cicatrisation a été révisé dans le 
chapitre de livre intitulé « Animal models in chronic wound healing research: for innovations 
and emerging technologies in wound care” [Remoué et al. 2020], consultable en Annexe 1 page 
183. 
 
Ϯ͘ ŽŵƉĂƌĂŝƐŽŶ ĚĞ ůĂ ƐƚƌƵĐƚƵƌĞ Ğƚ ĚƵ ƉƌŽĐĞƐƐƵƐ ĚĞ ĐŝĐĂƚƌŝƐĂƚŝŽŶ
ĞŶƚƌĞƉĞĂƵǆŚƵŵĂŝŶĞĞƚŵƵƌŝŶĞ
La peau de la souris est semblable à celle de l’humain, mais il existe des différences, en 
particulier de structure (Figure 14), qui modifient (positivement ou négativement) le processus 
de cicatrisation tel qu’observé chez l’homme. 
 
&ŝŐƵƌĞϭϰ͘ŽŵƉĂƌĂŝƐŽŶŵŽƌƉŚŽůŽŐŝƋƵĞĚĞůĂƉĞĂƵŚƵŵĂŝŶĞĞƚĚĞůĂƉĞĂƵĚĞƐŽƵƌŝƐ͘
ĚĂƉƚĠĚĞ΀ƌŝƐŬĞůůĞƚĂů͘ϮϬϭϰ͕ŽŵĞƌĞƚĂů͘ϮϬϭϴ΁͘
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ƉŝĚĞƌŵĞĞƚĚĞƌŵĞ
La peau de la souris comporte les mêmes couches dans l’épiderme (couches basale, épineuse, 
granuleuse, cornée) et le derme (réticulaire et papillaire) que dans la peau humaine. Néanmoins, 
leur épaisseur est très réduite chez la souris  (Figures 14 et 15) : environ 17μm et 180μm contre 
117μm et 2300μm chez l’humain pour l’épiderme et le derme respectivement [Wei et al. 2017]. 
Le nombre réduit d’assises kératinocytaires chez la souris contribue à réduire le temps de 
renouvellement de l’épiderme : il n’est que de 8-10 jours [Potten 1975, Koster 2009], contre 
26-28 jours chez l’humain [Rothberg et al. 1961]. 
Contrairement à la peau humaine, la peau de la souris ne comporte pas de crête épidermique 
et papille dermique. Cependant, des structures semblables peuvent apparaître lors de la 
cicatrisation d'une plaie chez la souris et sont souvent décrites comme des «hyperplasies 
pseudo-épithéliomateuses» ou «hyperplasies pseudo-carcinomateuses» [Sundberg 2004]. 
Bien que le derme murin soit plus fin que celui de l’humain, il présente des fibres élastiques 
et amas de collagènes de types I et III semblables à l’humain, avec des résultats similaires 
pendant la phase de remodelage lors de la cicatrisation [Zomer et al. 2018]. 
 
 
&ŝŐƵƌĞϭϱ͘ŽŵƉĂƌĂŝƐŽŶŚŝƐƚŽůŽŐŝƋƵĞĚĞůĂƉĞĂƵŚƵŵĂŝŶĞĞƚĚĞůĂƉĞĂƵĚĞƐŽƵƌŝƐ͘
ŽƵƉĞƐĚĞƉĞĂƵ;ĂͿŚƵŵĂŝŶĞĞƚĚĞƐǌŽŶĞƐ;ďͿƐƉŝŶĂůĞĞƚ;ĐͿĚƵĨůĂŶĐĚĞƐŽƵƌŝƐĐŽůŽƌĠĞƐăů͛,͘W͕ĠƉŝĚĞƌŵĞ͖
D͕ĚĞƌŵĞ͖s͕ǀĂŝƐƐĞĂƵƐĂŶŐƵŝŶ͖^͕ŐůĂŶĚĞƐĠďĂĐĠĞ͖,&͕ĨŽůůŝĐƵůĞƉŝůĞƵǆ͖D͕ŵƵƐĐůĞ͖d͕ƚŝƐƐƵĂĚŝƉĞƵǆ
ĚĞƌŵŝƋƵĞ͖d^͕ƚŝƐƐƵĂĚŝƉĞƵǆƐŽƵƐͲĐƵƚĂŶĠ͘ĚĂƉƚĠĚĞ΀KΖƌŝĞŶĞƚĂů͘ϮϬϭϰ͕tĞŝĞƚĂů͘ϮϬϭϳ΁͘
 
dŝƐƐƵƐŽƵƐͲĚĞƌŵŝƋƵĞ
La structure du tissu graisseux situé sous le derme diffère : chez l’humain il est constitué 
d’une seule couche (le tissu adipeux dermique), alors que la peau murine comporte deux 
couches (Figures 14 et 15) : le tissu adipeux dermique et le tissu adipeux sous-cutané [Driskell 
et al. 2014], dont le développement est indépendant [Wojciechowicz et al. 2013]. Ces deux 
tissus graisseux sont séparés par une fine couche de tissu musculaire appelée Panniculus 
carnosus, qui confère à la peau de la souris un fort potentiel de contraction. Ceci s’ajoutant à 
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l’action des myofibroblastes pendant la cicatrisation, il est estimé qu’une plaie se referme à 
90% par contraction chez la souris, contre seulement 25-50% chez l’humain [Hayward et al. 
1991]. 
 
ŶŶĞǆĞƐĐƵƚĂŶĠĞƐ
À la différence de l’homme, chez qui les cellules souches des glandes sudoripares éccrines 
contribuent grandement à la réépidermisation [Rittié et al. 2013], la peau de la souris est 
quasiment dépourvue de glandes sudoripares, avec seulement quelques glandes éccrines au 
niveau de leurs coussinets [Quick et al. 1984, Sundberg et al. 1996]. 
Par contre, la peau de la souris contient beaucoup plus de follicules pileux que la peau 
humaine [Sundberg et al. 1996], et il a été démontré qu’une zone de peau à haute densité 
capillaire cicatrise plus rapidement qu’une zone avec peu de follicules [Martinot et al. 1994]. 
En effet les cellules souches contenues aux abords du follicule pileux contribuent à la 
reformation de l’épiderme [Heidari et al. 2016], tout comme les cellules du bulbe qui acquièrent 
un phénotype proche des kératinocytes interfolliculaires lors de la cicatrisation [Joost et al. 
2018]. 
Il existe des souches de souris à densité capillaire réduite appelées “hairless”. Il s’agit de 
souches à mutation spontanée ou volontaire pour le gène Hr, qui sont souvent utilisées pour les 
études sur la peau en raison de leur structure cutanée plus proche de l’humain (alopécie et 
épiderme plus épais [Jung et al. 2014]). La souche SKH1 est particulièrement utilisée car elle 
est non pigmentée et immunocompétente [Benavides et al. 2009]. Cependant ces souches de 
souris sont plus onéreuses et moins de diversité transgénique existe. 
 
WŝŐŵĞŶƚĂƚŝŽŶĐƵƚĂŶĠĞ
Contrairement à l’humain, l’épiderme interfolliculaire de la souris est rarement pigmenté 
[Sundberg 1994]. Chez la souris adulte non-albinos, les follicules sont en phase télogène (phase 
de repos), mais suite à un traumatisme (plaie, rasage), le poil entre en phase de croissance active 
(anagène) et le bulbe grossit et se charge de mélanine, faisant apparaître la peau de la souris 
pigmentée [Sundberg et al. 1996]. 
 
/ŶŶĞƌǀĂƚŝŽŶĐƵƚĂŶĠĞ
Il existe peu d’études comparant l’innervation cutanée entre humain et souris, néanmoins les 
mêmes types de récepteurs sont retrouvés [Koltzenburg et al. 1997, Lewin et al. 2004, 
Milenkovic et al. 2008]. La peau du corps de la souris étant plus velue, et les follicules étant 
très innervés, on peut supposer que leur peau est plus sensible au toucher. Cependant, il a été 
montré que les fibres innervant les follicules dans la peau velue innervent les corpuscules de 
Meissner dans la peau glabre [Li et al. 2011, Wende et al. 2012] et utilisent le même récepteur 
membranaire [Heidenreich et al. 2011]. 
Les cellules de Merkel, présentes au niveau de la couche basale de l’épiderme chez l’homme, 
ont également été retrouvées chez la souris. Cependant elles sont peu nombreuses dans les zones 
d’épiderme interfolliculaire et sont abondantes au niveau du bulbe des follicules pileux de la 
peau murine [Moll et al. 1996]. 
Les pattes de la souris sont glabres et donc semblables à la peau humaine. Cependant il existe 
des divergences selon la zone analysée car il a été récemment montré que les pattes avant de la 
souris sont 3 fois plus dotés de mécanorécepteurs (et également plus sensibles) que les pattes 
arrière, facilitant l’exploration de son environnement par l’animal [Walcher et al. 2018]. 
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^ǇƐƚğŵĞŝŵŵƵŶŝƚĂŝƌĞ
La structure globale du système immunitaire chez l’humain et la souris est assez similaire 
[Mestas et al. 2004]. Cependant, la peau murine contient en outre des cellules T dendritiques 
épidermiques (appelées DETC) non retrouvées chez l’humain [Jameson et al. 2007, Pasparakis 
et al. 2014]. 

WƌŽƉƌŝĠƚĠƐŵĠĐĂŶŝƋƵĞƐ
Certes la peau de la souris est plus souple que celle de l’humain [Aarabi et al. 2007]. Mais 
il existe une corrélation directe entre le poids de l’animal (humain, porc, lapin, souris), 
l’épaisseur des couches de peau, et les propriétés mécaniques à l’indentation. Ceci démontre 
que les constituants des couches de peau, physiquement similaires entre les espèces, le sont 
également mécaniquement [Wei et al. 2017]. 
Au cours de la vie de la souris jeune et adulte (6 à 34 semaines), les cycles pilaires et la prise 
de poids modifient grandement la structure et l’épaisseur de la peau. Cependant, pour une 
localisation donnée, le module élastique de la peau à la compression est constant [Wang et al. 
2013]. 
 
 
 
Malgré de nombreuses différences morpho-fonctionnelles, immunitaires et génétiques, les 
souris ont grandement contribué à la connaissance de la cicatrisation des plaies chez l'homme, 
mais il est essentiel de connaître les disparités pour analyser et traduire correctement les 
résultats en vue de l’application chez l’humain. 
 
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ϭ͘ >ĞĚŝĂďğƚĞ͗ĚĠĨŝŶŝƚŝŽŶ͕ƚǇƉĞƐ͕ĐĂƵƐĞƐĞƚĐŽŵƉůŝĐĂƚŝŽŶƐ
Le diabète est une affection métabolique caractérisée par une glycémie (taux de sucre dans 
le sang) à jeun élevée (supérieure à 1,26 g/l) et chronique. Il existe plusieurs types de diabètes : 
les diabètes de type 1 et de type 2, le diabète gestationnel (qui survient pendant la grossesse et 
disparait en général à l’accouchement), et des formes de diabète résultant de conditions 
spécifiques ou génétiques. 
Cette hyperglycémie chronique est la conséquence d’une déficience de la sécrétion et/ou de 
l’action de l’insuline. L’insuline est une hormone sécrétée par les cellules ȕ du pancréas et qui 
permet aux cellules de stocker le glucose, diminuant ainsi la concentration de glucose dans le 
sang circulant [Fosse-Edorh et al. 2018]. 
  
>ĞĚŝĂďğƚĞĚĞƚǇƉĞϭ
Il représente environ 10 % des cas de diabète en France et dans le monde, et depuis une 
vingtaine d’années le nombre de personnes atteintes de diabète de type 1 ne cesse d’augmenter. 
L’un des signes cliniques spécifiques aux personnes diabétiques de type 1 est l’amaigrissement 
progressif. Longtemps considéré comme un "diabète de l’enfant", le diabète de type 1 peut 
survenir à tout âge [INSERM et al. 2019b]. 
Il est causé par la destruction des cellules ȕ du pancréas par lymphocytes T. Il s’agit donc 
d’une maladie auto-immune, déclenchée par l’association de gènes de prédisposition 
(principalement du système HLA) et de facteurs environnementaux (infections par des 
entérovirus) [Morran et al. 2015, Chiarelli et al. 2019]. 
Les symptômes apparaissent plusieurs mois, voire plusieurs années, après le début de ces 
événements, lorsque la plupart de ces cellules productrices d'insuline ont été détruites. Les 
personnes qui en sont atteintes nécessitent l’injection régulière d’insuline, on parle alors de 
diabète insulinodépendant [INSERM et al. 2019b]. 
 
>ĞĚŝĂďğƚĞĚĞƚǇƉĞϮ
Le diabète de type 2 est le plus fréquent avec près de 90 % des cas de diabète. Il survient 
essentiellement chez l’adulte mais peut apparaître également dès l’adolescence, et peut évoluer 
sans symptôme pendant plusieurs années [INSERM et al. 2019a]. 
Le principal facteur de risque pour le développement du diabète de type 2 est lié à l’hygiène 
de vie : une alimentation trop grasse et trop sucrée, combinée à la sédentarité. De plus, il semble 
exister des profils génétiques (combinaisons de gènes) qui augmentent la susceptibilité à la 
maladie (par épigénétique) si l’on adopte un mode de vie inadapté [Kwak et al. 2016]. 
Également, certains médicaments (les neuroleptiques notamment) ainsi qu’une modification du 
microbiote intestinal peuvent participer au déclenchement d’un diabète de type 2 [Wu et al. 
2014]. 
Le déséquilibre énergétique en faveur des apports versus les dépenses perturbe le 
métabolisme. En réponse, l’organisme stimule la sécrétion d’insuline afin de stabiliser la 
glycémie croissante, mais ceci provoque, à terme, une résistance cellulaire à l’insuline ne 
permettant plus aux tissus musculaires, adipeux et hépatique de réguler la glycémie [Groop 
2000]. 
Le diabète de type 2 peut être traité par régime hygiéno-diététique, médicaments 
antidiabétiques et/ou injection d’insuline [INSERM et al. 2019a]. 
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ŽŵƉůŝĐĂƚŝŽŶƐ
Bien qu’il ait été montré qu’un bon contrôle du niveau glycémique retardait la survenue des 
complications du diabète, les fluctuations journalières aiguës de la glycémie peuvent avoir des 
effets nocifs sur les tissus. Ainsi, les personnes atteintes de diabète de type 1 et de type 2 ont 
un risque significativement plus élevé de développer des complications micro- et 
macrovasculaires [Hirsch 2015, Evans et al. 2016].  
L'hyperglycémie aiguë et chronique entraîne une augmentation du stress oxydatif et des 
réponses inflammatoires, induisant une dysfonction endothéliale, à l’origine de ces anomalies 
vasculaires [Domingueti et al. 2016, Shi et al. 2017] (Figure 16). 
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Les complications microvasculaires incluent des lésions des yeux (rétinopathie) conduisant 
à la cécité, des reins (néphropathie) avec une insuffisance rénale, et des nerfs (neuropathie) avec 
des plaies du pied. Les complications macrovasculaires comprennent des maladies 
cardiovasculaires telles qu’infarctus du myocarde, accidents vasculaires cérébraux et 
insuffisance de la circulation sanguine dans les jambes [Huysman et al. 2009, Shi et al. 2017].  
 
Ϯ͘ ƚŝŽůŽŐŝĞĚĞů͛ƵůĐğƌĞĚƵƉŝĞĚĚŝĂďĠƚŝƋƵĞ
La peau, organe vascularisé et innervé, est exposée à de multiples agressions extérieures 
quotidiennes, et le diabète amoindri ses fonctions. L’ulcère chronique du pied est ainsi la 
première complication retrouvée chez les diabétiques [Fosse-Edorh et al. 2018], causant 
l’amputation dans 20% des cas [Boulton et al. 2005]. 
Parmi les plaies chroniques dont fait partie l’ulcère du pied diabétique (diabetic foot ulcer, 
DFU en anglais), on peut citer l’ulcère veineux, l’ulcère de pression, l’infection du site 
opératoire, l’abcès, ou l’ulcère traumatique [Rahim et al. 2017]. 
Une lésion cutanée dite chronique est définie comme un défaut de barrière qui n'a pas 
cicatrisé après 3 mois. Le plus souvent, la phase inflammatoire est prolongée et la phase 
proliférative est altérée [Martin et al. 2015]. La distinction entre plaie aiguë et chronique a fait 
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l’objet d’un paragraphe dans le chapitre de livre publié [Remoué et al. 2020] (Annexe 1 page 
183). Dans la suite de ce mémoire, seul l’ulcère du pied diabétique est détaillé. 
 
L’ulcère apparaît très fréquemment au niveau du pied, en raison des contraintes physiques 
subies, en particulier la pression, déclenchant la lésion cutanée. Chez le diabétique, la 
combinaison de complications neurologiques, vasculaires et infectieuses vient fragiliser la peau 
et perturber les fonctions cellulaires, détériorant le processus de cicatrisation [Jeffcoate et al. 
2003].  
Il existe de nombreux outils pour la classification de l’ulcère du pied diabétique en clinique, 
la « guideline » actuelle [Monteiro-Soares et al. 2019] recommandant le système SYNBAD 
(Tableau 3).  
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Ă͘ ŽŶƚƌĂŝŶƚĞƐƉŚǇƐŝƋƵĞƐ
Les pieds sont une partie du corps humain particulièrement sollicitée lors de la station debout 
et de la marche, supportant la pression due au poids du corps, mais aussi la pression et le 
frottement de la chaussure. Ainsi l’ulcère du pied diabétique est en partie une lésion de pression. 
 
ŝ͘ ĠĨŝŶŝƚŝŽŶĚĞůĂůĠƐŝŽŶĚĞƉƌĞƐƐŝŽŶ
La lésion de pression est également appelée « escarre » en français, à ne pas confondre avec 
« eschar » en anglais. Cette lésion est définie par le National Pressure Ulcer Advisory Panel 
(NPUAP) comme suit : 
“A pressure injury is localized damage to the skin and underlying soft tissue usually over a bony prominence 
or related to a medical or other device. The injury can present as intact skin or an open ulcer and may be painful. 
The injury occurs as a result of intense and/or prolonged pressure or pressure in combination with shear. The 
tolerance of soft tissue for pressure and shear may also be affected by microclimate, nutrition, perfusion, comorbid 
conditions, and condition of the soft tissue.” [Edsberg et al. 2016]. 
On peut ainsi définir ce type de lésion comme une lésion localisée de la peau et des tissus 
mous sous-jacents, généralement située au niveau d'une proéminence osseuse ou liée à un 
dispositif médical ou autre. La lésion peut ne pas être visible en surface ou être un ulcère ouvert, 
et survient à la suite d'une pression intense et/ou prolongée ou d'une pression associée à un 
cisaillement ; le microclimat, la nutrition, la perfusion, les comorbidités et l'état des tissus mous 
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pouvant modifier la tolérance à la pression et au cisaillement. 
Dans cette définition le terme « ulcère de pression » couramment et anciennement utilisé a 
été remplacé par « lésion de pression » pour mieux correspondre à l’ensemble des stades 
retrouvés [Edsberg et al. 2016]. 
 
ŝŝ͘ ůĂƐƐŝĨŝĐĂƚŝŽŶĚĞƐůĠƐŝŽŶƐĚĞƉƌĞƐƐŝŽŶ
La classification actuelle des lésions de pression est inspirée de celle en 4 grades (et 4 
profondeurs) publiée par Shea en 1975 [Shea 1975]. 
Un consensus entre l’EPUAP (European PUAP), le NPUAP, et le PPPIA (Pan Pacific 
pressure injury alliance) a mené à une classification internationale publié en 2014. En 2016, le 
NPUAP a publié une nouvelle classification approuvée par l’EPUAP et le PPPIA, mais celle 
de 2014 reste valide et utilisable puisque seuls quelques termes ont été modifiés [International 
Pressure Ulcer Guideline 2019]. Nous exposons et utilisons dans ce mémoire la version la plus 
récente. Elle est imagée en Figure 17 et est ainsi décrite [Edsberg et al. 2016] : 
 Stade 1 : Peau intacte avec une zone localisée d'érythème qui ne blanchit pas au toucher. 
 Stade 2 : Perte de l’épiderme avec derme exposé. Le lit de la plaie est viable, rose ou rouge, 
humide et peut également se présenter sous la forme d’une cloque remplie de sérum intacte 
ou rompue. Le tissu adipeux et les tissus plus profonds ne sont pas visibles. Ces lésions 
résultent généralement d'un microclimat défavorable et d'un cisaillement de la peau. 
 Stade 3 : Perte de l’épiderme et du derme avec tissu adipeux visible. Peuvent être présents 
du tissu de granulation, une épibole (bords enroulés de la plaie), de la fibrine et/ou une zone 
de nécrose noire (appelées « slough » et « eschar » en anglais, respectivement). Le fascia, le 
muscle, le tendon, le ligament, le cartilage ou l'os ne sont pas exposés. Si la fibrine ou la 
nécrose noire occultent l'ampleur de la perte de tissu, il s'agit d'une lésion de pression dite 
« inclassable ». 
 Stade 4 : Perte de peau totale avec tissu profond (fascia, muscle, tendon, ligament, cartilage 
ou os) exposé. Sont souvent présents fibrine et/ou nécrose noire, affaissement / tunnel / 
épibole. Si la fibrine ou la nécrose noire occultent l'ampleur de la perte de tissu, il s'agit d'une 
lésion de pression dite « inclassable ». 
 Inclassable : Perte de peau totale avec perte partielle de tissu profond dans laquelle l'ampleur 
des lésions tissulaires ne peut pas être confirmée car elle est masquée par la fibrine ou la 
nécrose noire. Si la fibrine et la nécrose noire sont retirées, une lésion de pression de stade 3 
ou 4 est révélée. 
 Profond (« DTPI », deep tissue pressure injury) : Peau intacte ou non intacte qui ne blanchit 
pas au toucher avec une zone localisée rouge foncé / marron / violacée, ou bien un épiderme 
qui se soulève révélant une plaie sombre ou une cloque de sang. Cette blessure résulte d'une 
pression intense et / ou prolongée et de forces de cisaillement à l'interface os-muscle. La 
plaie peut évoluer rapidement vers une perte tissulaire importante ou peut se résoudre sans 
perte de tissu. 
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Bien que depuis Shea la classification ait évolué, elle reste basée sur 4 stades. Certains 
cliniciens considèrent que la compréhension actuelle et future de la lésion de pression devrait 
faire changer radicalement ce système, pour intégrer par exemple l’origine « top-down » ou 
« bottom-up » de la lésion (descendante (de l’épiderme vers les tissus profonds) ou ascendante, 
respectivement), son étiologie, et les facteurs locaux et systémiques ; ceci dans le but de mieux 
traiter ce type de lésion [Levine 2019]. 
 
ŝŝŝ͘ ƚŝŽůŽŐŝĞĚĞůĂůĠƐŝŽŶĚĞƉƌĞƐƐŝŽŶ
Ce type de lésion est créé par la pression, mais plusieurs facteurs ont été identifiés comme 
favorisant son apparition. Parmi ces facteurs, les cycles répétés de pression, le cisaillement, la 
friction et l’humidité sont particulièrement présents au niveau du pied dans la chaussure lors de 
la marche. Cependant, la relation entre ces facteurs physiques et les mécanismes cellulaires à 
l’origine de la lésion ne sont pas complètement compris. 
 
>ĂƉƌĞƐƐŝŽŶ
La compression de la peau et des tissus profonds se fait entre un élément extérieur 
(chaussure, caillou, chaise, lit, ...) et une proéminence osseuse. Le temps de pression nécessaire 
à induire une lésion est inversement lié à l’intensité de cette pression [Kosiak 1959]. 
Les premières expérimentations chez le chien ont montré qu’une pression supérieure à 50 
mmHg à la surface de la peau provoque un arrêt du flux capillaire et une thrombose veineuse 
responsables d’une ischémie locale [Kosiak 1959], et une diminution importante du flux 
lymphatique créant un mauvais drainage [Krouskop et al. 1978, Miller et al. 1981]. Ceci affecte 
l’apport des nutriments et l’élimination des déchets métaboliques, à l’origine de la nécrose 
tissulaire. Lorsque la pression est relâchée, apparaissent en quelques heures un œdème, en 24h-
48h une extravasation et une infiltration de leucocytes (monocytes, macrophages, neutrophiles, 
cellules dendritiques [Goh et al. 2018]) puis en quelques jours un ulcère apparent avec 
dégradation de la MEC et du muscle [Kosiak 1959, Kosiak 1961].  
Outre l’ischémie, une pression exercée à la surface de la peau engendre également une 
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déformation des tissus. Or il a été montré in vitro que la déformation cellulaire provoque une 
distorsion du cytosquelette [Bouten et al. 2001], une perméabilité membranaire [Slomka et al. 
2012] et une augmentation du calcium intracellulaire [Landsman et al. 1995], engendrant 
dommages voire mort cellulaire en quelques minutes [Oomens et al. 2015]. 
Récemment, il a été montré que la pression exercée à la surface de la peau chez le rat entraine 
un stress du réticulum endoplasmique au niveau du muscle, favorisant l’entrée en apoptose des 
cellules, à l’origine d’une lésion de pression classée profonde  [Cui et al. 2016]. 
 
ǇĐůĞƐĚ͛ŝƐĐŚĠŵŝĞͬƌĞƉĞƌĨƵƐŝŽŶ
Pour une durée totale de compression équivalente, une pression exercée sur la peau en 
plusieurs fois consécutives engendre une surface de lésion et une extravasation de leucocytes 
supérieures à une pression réalisée en une seule fois (ex : 2 fois 2h versus 1 fois 4h) [Herrman 
et al. 1999, Peirce et al. 2000, Lachenbruch et al. 2015]. À la levée de la pression, le débit 
sanguin augmente rapidement (hyperhémie) puis retourne à la normale en 30 min en moyenne. 
L’hypothèse émise est que cette reperfusion sanguine importante et rapide apporterait 
localement des espèces réactives de l’oxygène (phénomène post-ischémie déjà observé dans 
d’autres tissus [Bulkley 1987]). La répétition de ce phénomène serait à l’origine de 
l’aggravation de la lésion lorsque des cycles pression/reperfusion sont réalisés [Peirce et al. 
2000]. 
 
ŽŶƚƌĂŝŶƚĞĚĞĐŝƐĂŝůůĞŵĞŶƚĞƚĨƌŝĐƚŝŽŶ
Tout comme la pression, la contrainte de cisaillement, appliquée en surface de la peau et qui 
déplace les couches de tissu les unes par rapport aux autres, peut engendrer une déformation 
cellulaire. De plus, à la reperfusion ce type de force augmente l’hyperémie réactive déjà 
présente avec la pression seule [de Wert et al. 2015]. 
Parmi les études sur l’effet de la pression seule, la plupart reporte une atteinte du muscle 
avant celle de la peau (développement « bottom-up ») [Bouten 1996], et l’épiderme est 
rarement ou n’est qu’en partie atteint. Dans un modèle associant pression et friction rotative 
(résultant d’un érosion de surface mais également d’une contrainte de cisaillement [Brienza et 
al. 2015]) chez le porc, il a été montré que la friction augmentait la fréquence des lésions, sans 
modifier l’ischémie, mais en détériorant l’épiderme au niveau supra-basal, ce qui conduit à une 
destruction de la barrière cutanée [Dinsdale 1973, Dinsdale 1974]. 
 
,ƵŵŝĚŝƚĠĞƚƚĞŵƉĠƌĂƚƵƌĞ
Il y a actuellement peu d’études qui démontrent comment le « microclimat » cutané peut 
affecter la peau et favoriser la survenue de lésions de pression. Cependant, la couche cornée est 
la première couche de peau qui peut être affectée par le changement de microclimat [Kottner et 
al. 2018]. 
Ainsi, une humidité ambiante augmentée entraine une diminution de la rigidité et de 
l’élasticité de la couche cornée [Papir et al. 1975, Takahashi et al. 1984], et une baisse de sa 
résistance au cisaillement [Geerligs et al. 2011]. Une humidité importante dégrade la structure 
des lamelles lipidiques extracellulaires de la couche cornée conduisant à une détérioration de la 
barrière cutanée [Warner et al. 2003]. 
En cas d’humidité ambiante faible, la couche cornée est plus sèche et la rigidité de l'épiderme 
augmente, diminuant sa capacité de déformation, résultant de fissures et de crevasses 
[Engebretsen et al. 2016] et augmentant les contraintes mécaniques perçues par les couches 
tissulaires sous-jacentes et le risque de lésions [Atlas et al. 2009]. 
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La température extérieure influe sur la température de la peau [Igaki et al. 2014], et 
l’augmentation de la température cutanée semble diminuer l'adhérence dermo-épidermique et 
la résistance au cisaillement de l’épiderme [Hatje et al. 2015]. Cette chaleur cutanée favorise le 
développement d’ulcère de pression chez l’animal [Kokate et al. 1995]. 
 
ď͘ ƚƚĞŝŶƚĞǀĂƐĐƵůĂŝƌĞ
Le risque de développer une lésion de pression existe chez tout individu, mais le patient 
diabétique présente des complications, notamment une atteinte vasculaire, qui augmentent ce 
risque. 
L’hyperglycémie cause une atteinte cutanée microvasculaire dès le stade de pré-diabète 
(glycémie à jeun entre 1,10 et 1,26g/L), avec une capacité à la vasodilatation diminuée 
[Caballero et al. 1999]. Le diabète, avec ou sans atteinte macrovasculaire, induit une diminution 
de la circulation sanguine dans les capillaires de la peau [Jörneskog et al. 1995b, Jörneskog et 
al. 1995a], affectant l’apport en oxygène de la peau [Greenman et al. 2005] 
 
Le diabète engendre également une atteinte macrovasculaire de type athérosclérose, à 
l’origine de la pathologie artérielle périphérique dont la prévalence et la sévérité augmentent 
avec la durée du diabète [Jude et al. 2001]. Les symptômes de cette pathologie sont accentués 
chez le patient diabétique, avec une insuffisance artérielle, en particulier au niveau des artères 
infra-poplitées (niveau jambes et pieds), prédisposant au retard de cicatrisation des membres 
inférieurs et à l’amputation [Beckman et al. 2016].  
 
L’atteinte micro- et macrovasculaire chez le sujet diabétique induit ainsi une ischémie des 
membres inférieurs et de la peau, favorisant la survenue de l’ulcère de pression chronique au 
niveau du pied, et amoindrissant ses capacités de cicatrisation. 
 
Đ͘ EĞƵƌŽƉĂƚŚŝĞƉĠƌŝƉŚĠƌŝƋƵĞ
La neuropathie diabétique est la complication chronique la plus répandue avec le diabète, 
touchant 50% des patients [Dyck et al. 1993]. Différentes parties du système nerveux peuvent 
être affectées (central/périphérique, autonome/sensitif), mais la neuropathie la plus fréquente 
est la polyneuropathie distale symétrique, qui affecte progressivement la fonction des fibres 
nerveuses au niveau des extrémités (mains, jambes, pieds) [Pop-Busui et al. 2017]. 
La genèse de cette neuropathie périphérique est multifactorielle : le diabète engendre un 
stress oxydatif et inflammatoire accompagné d’un dysfonctionnement métabolique (Figure 18). 
Ceci conduit à une atteinte microvasculaire (diminuant le flux sanguin dans les capillaires des 
nerfs) concomitante à celle des cellules nerveuses et gliales, dégradant les fibres nerveuses et 
altérant leur fonctionnement [Callaghan et al. 2012]. 
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La présence d’une neuropathie associée au diabète peut être évaluée par l’analyse 
histologique de la peau montrant une diminution de la densité des fibres nerveuses, par la 
diminution ou l’augmentation de la sensibilité cutanée à la chaleur et/ou au toucher, et par la 
baisse de la vitesse de conduction nerveuse qui est un marqueur de démyélinisation des grosses 
fibres nerveuses et donc d’une neuropathie sévère [Biessels et al. 2014]. 
 
WĞƌƚĞĚĞƐĞŶƐŝďŝůŝƚĠĐƵƚĂŶĠĞ
La neuropathie atteint en premier les fibres nerveuses non-myélinisées puis celles de plus 
gros calibre myélinisées, c’est pourquoi la peau, riche en fibres C, est rapidement touchée par 
la neuropathie [Herrmann et al. 2004]. On constate ainsi, avec le diabète de type 1 et de type 2, 
une diminution de la densité nerveuse intra-épidermique et intradermique [Peltier et al. 2013], 
à l’origine d’une perte de sensibilité [Wood et al. 2005], retardant la prise de conscience d’un 
inconfort du pied, voire d’une lésion débutante, et de la prise en charge médicale [Macfarlane 
et al. 1997]. 
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Certains patients diabétiques neuropathiques (20 à 30% [Juster-Switlyk et al. 2016]) 
présentent cependant une douleur chronique dont la cause n’est pas complètement connue [Lee-
Kubli et al. 2014], bien que la suractivation et/ou surexpression de TRPV1 semble être 
impliquée dans l’allodynie chez le rongeur [Danigo et al. 2013, Cui et al. 2014]. 
 
WƌĞƐƐŝŽŶƉůĂŶƚĂŝƌĞĂƵŐŵĞŶƚĠĞ
La neuropathie diabétique cause également une déformation du pied, dont l’étiologie est 
discutée [Allan et al. 2016], qui augmente la pression des points d’appui elle-même corrélée au 
risque d’ulcération [Caselli et al. 2002, Lott et al. 2008].  

^ĠĐŚĞƌĞƐƐĞĐƵƚĂŶĠĞ
La baisse de la fonction du système sympathique due à la neuropathie périphérique affecte 
la sécrétion de sueur [Sheshah et al. 2016], participant à la sécheresse cutanée et favorisant le 
frottement au niveau du pied [Macfarlane et al. 1997, Nikoleishvili et al. 2006]. 
 
ĠĨĂƵƚĚĞǀĂƐŽĚŝůĂƚĂƚŝŽŶăůĂƉƌĞƐƐŝŽŶ
Les faibles pressions exercées sur la peau peuvent créer une ischémie partielle des tissus, 
mais il existe une vasodilatation réflexe appelé « PIV » (pressure-induced vasodilation). Ce 
phénomène neuro-vasculaire disparait avec la neuropathie diabétique, favorisant la survenue de 
lésions de pression [Fouchard et al. 2019, Zwanenburg et al. 2019]. 
 
 
La neuropathie périphérique est ainsi le facteur de risque principal de l’ulcère du pied chez 
le diabétique [Boulton 2013], car elle modifie la perfusion sanguine et les forces mécaniques à 
la surface du pied et elle réduit la perception de ces forces et de la douleur, ce qui favorise la 
survenue d’une lésion de pression. Le manque de sensation retarde le soin de la lésion et 
favorise l’infection. La neuropathie altère également certains marqueurs biologiques impliqués 
dans la cicatrisation, détaillés par la suite. 
 
Ě͘ ZŝƐƋƵĞŝŶĨĞĐƚŝĞƵǆ
Bien que toutes les plaies chroniques soient colonisées par des bactéries [Edwards et al. 
2004] qui forment un biofilm, l’infection n’est pas la cause de la chronicité mais elle entrave 
davantage la résolution de la cicatrisation [Rahim et al. 2017] et prédispose à l’amputation chez 
le diabétique [Edmonds 2013]. En effet les bactéries produisent des protéases qui détruisent les 
tissus et favorisent leur colonisation [Lindsay et al. 2017].  
 
ϯ͘ DĂƌƋƵĞƵƌƐďŝŽůŽŐŝƋƵĞƐĐƵƚĂŶĠƐĞƚĚĠĨĂƵƚĚĞĐŝĐĂƚƌŝƐĂƚŝŽŶ
En plus des facteurs cités précédemment, les études chez l’humain ou l’animal ont permis 
d’identifier de nombreuses fonctions cellulaires et moléculaires altérées par le diabète pouvant 
perturber la bonne évolution de la cicatrisation. Les biopsies de peau de patients diabétiques 
neuropathiques sont très peu disponibles (varie selon les pays) en raison de leur difficulté à 
cicatriser, seuls peuvent être obtenus des prélèvements de lésions chroniques pendant le 
débridement ou avant l’amputation. Afin d’étudier les défauts de cicatrisation en présence de 
diabète et de neuropathie, la souris est l’un des modèles animaux les plus utilisés. 
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Ă͘ DŽĚğůĞƐŵƵƌŝŶƐƉŽƵƌů͛ĠƚƵĚĞĚƵĚĠǀĞůŽƉƉĞŵĞŶƚĞƚĚĞůĂĐŝĐĂƚƌŝƐĂƚŝŽŶ
ĚĞů͛ƵůĐğƌĞĚƵƉŝĞĚĚŝĂďĠƚŝƋƵĞ

DŽĚğůĞƐĚĞŶĞƵƌŽƉĂƚŚŝĞĚŝĂďĠƚŝƋƵĞ
Il existe des modèles murins de diabète de type 1 et de type 2. Le type 1 peut être reproduit 
chimiquement par des analogues du glucose (streptozotocine (STZ), alloxane) induisant la 
destruction rapide des cellules ȕ du pancréas ; ou bien génétiquement favorisant l’auto-
immunité contre le pancréas ou le mauvais repliement de la pro-insuline. 
Les modèles de souris de diabète de type 2 peuvent être induits génétiquement en modifiant 
la satiété (déficience du gène de la leptine (souris db/db) ou mutation de son récepteur (souris 
ob/ob)) ou en retirant le récepteur à l’insuline. Le diabète de type 2 peut également être induit 
à moyen terme chez la souris par un régime hypercalorique. 
 
Bien que la majorité des patients soient atteints de diabète de type 2, la plupart des études 
animales sont réalisées sur la souris diabétique neuropathique de type 1 STZ, principalement 
pour des raisons de coût et de rapidité d’induction. En effet, les modèles murins de diabète de 
type 1 et de type 2 développent des manifestations similaires de la neuropathie diabétique, telles 
qu'un ralentissement de la conduction de grosses fibres nerveuses, une perte progressive de la 
sensation thermique et une déplétion des fibres nerveuses épidermiques ; les principales 
différences observées étant le temps d’induction et la sévérité d’atteinte nerveuse [Jolivalt et al. 
2016]. 
 
DŽĚğůĞƐĚĞůĠƐŝŽŶĐƵƚĂŶĠĞ
Il existe plusieurs modèles de plaie cutanée, reproduisant plus ou moins la plaie du pied 
diabétique, dont les principaux sont représentés en Figure 19. Chez la souris les lésions sont 
réalisées quasi-exclusivement au niveau du dos. 
La plaie d’excision (Figure 19 A) correspond au retrait d’un disque de peau totale par 
coupure nette. C’est le modèle de lésion le plus répandu pour étudier la cicatrisation en général 
[Grada et al. 2018], mais reste éloigné de la réalité de la plaie du pied diabétique, car il ne 
reproduit ni l’ischémie ni la pression. Néanmoins il est possible avec cette technique d’ajouter 
un anneau rigide limitant la contraction due au muscle Panniculus carnosus. 
La plaie d’ischémie (Figure 19 B) par découpe d’un lambeau de peau sur 3 côtés est utile 
pour étudier la contribution vasculaire dans la cicatrisation. La nécrose se développe du côté 
opposé aux vaisseaux nourriciers. 
La plaie de pression (Figure 19 C) réalisée à l’aide d’aimants apposés de part et d’autre d’un 
pli de peau est une technique non invasive développée par Stadler et coll. [Stadler et al. 2004]. 
C’est un modèle adaptable car il est possible de modifier la taille des aimants, leur force, le 
temps de compression, le nombre de cycles de pression/reperfusion. La lésion apparaît 
progressivement et plus ou moins vite et profondément en fonction de ces paramètres. C’est 
actuellement le modèle le plus simple à mettre en œuvre pour être le plus proche de l’ulcère du 
pied diabétique. Cependant encore trop peu d’études sont réalisées à l’aide de ce modèle de 
lésion. 
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ď͘ DĂƌƋƵĞƵƌƐďŝŽůŽŐŝƋƵĞƐĂůƚĠƌĠƐĂǀĞĐůĞĚŝĂďğƚĞĞƚůĂŶĞƵƌŽƉĂƚŚŝĞ
Avec le diabète, les plaies cutanées cicatrisent plus lentement, voire ne cicatrisent pas, avec 
un processus de réparation qui peut stagner à différentes phases de la cicatrisation (Figure 20). 
Plusieurs marqueurs biologiques ont été identifiés comme altérés par le diabète et/ou la 
neuropathie associée, dont les principaux sont décrits dans cette partie. 
 

&ŝŐƵƌĞϮϬ͘WŚĂƐĞƐĞƚƉƌŽĐĞƐƐƵƐĚĞĐŝĐĂƚƌŝƐĂƚŝŽŶĂůƚĠƌĠƐƉĂƌůĞĚŝĂďğƚĞƉŽƵǀĂŶƚĐŽŶĚƵŝƌĞăůĂĐŚƌŽŶŝĐŝƚĠĚĞƐ
ůĠƐŝŽŶƐ͘
ĚĂƉƚĠĚĞ΀ĂůƚǌŝƐĞƚĂů͘ϮϬϭϰ΁͘

/ŶĨůĂŵŵĂƚŝŽŶƉƌŽůŽŶŐĠĞ
Le diabète se caractérise premièrement par un état inflammatoire chronique de bas grade, 
avec une présence accrue de cellules immunitaires dans le derme et autour des vaisseaux 
[Tellechea et al. 2013]. Suite à une blessure cutanée, la phase inflammatoire est exacerbée, et 
est d’autant plus stimulée par une éventuelle infection bactérienne. Les neutrophiles sont très 
présents et actifs, caractérisés par une augmentation du phénomène de NETose, qui favorise la 
dégradation des tissus [Wong et al. 2015, Fadini et al. 2016]. L’expression précoce du 
chémoattractant MCP-1(monocyte chemoattractant protein 1, aussi appelé CCL2, chemokine 
ligand 2) est diminuée, retardant l’infiltration des macrophages dans la plaie [Wood et al. 2014]. 
De plus, l’efférocytose est réduite par le diabète [Khanna et al. 2010], limitant le changement 
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de phénotype des macrophages de pro- vers anti-inflammatoire [Bannon et al. 2013], ce qui 
conduit à la non-résolution de la phase inflammatoire et à la chronicité de la lésion [Zhao et al. 
2016]. 
Cette phase inflammatoire prolongée se caractérise par un niveau élevé de cytokines 
proinflammatoires, telles que l’IL-6 et le TNF-Į [Dinh et al. 2012]. L'hyperglycémie chronique 
entraîne la formation de produits finis de glycation avancée (AGE), qui semblent favoriser cette 
hyperproduction de TNF-Į par les macrophages [Dong et al. 2016], qui à son tour perturbe la 
réépithélialisation en induisant une résistance à l’insuline des kératinocytes [Goren et al. 2006]. 
De plus, les kératinocytes, sous l’effet du stress oxydatif augmenté par l’hyperglycémie, 
sécrètent d’avantage d’IL-8, qui favorise l’attraction des neutrophiles [Lan et al. 2013]. 
 
ZĠĠƉŝƚŚĠůŝĂůŝƐĂƚŝŽŶĚŝŵŝŶƵĠĞ
Le diabète, par la résistance ou l’insuffisance en insuline, provoque une diminution globale 
de la signalisation de l’insuline (via les récepteurs à l’insuline et à l’IGF-1) [Emanuelli et al. 
2016], qui peut induire une baisse de la prolifération et de la différentiation kératinocytaire 
[Wertheimer et al. 2001, Mainzer et al. 2018]. De plus, l’hyperglycémie perturbe directement 
la migration [Lan et al. 2008] et la prolifération des kératinocytes, et participe à la diminution 
de l’activation d’IGF-1R [Spravchikov et al. 2001]. 
Ainsi, la réépithélialisation est diminuée voire abolie par le diabète. L’épiderme des lésions 
chroniques chez le diabétique présente une différenciation altérée [Brem et al. 2007a] ; et une 
capacité de migration diminuée [Galkowska et al. 2003], notamment par l’augmentation de la 
voie ȕ-caténine/c-myc [Stojadinovic et al. 2005] et de la voie Dll4/Notch-1 [Zheng et al. 2019]. 
Chez le patient diabétique ou non diabétique, les berges épidermiques des lésions chroniques 
semblent cependant caractérisées par un phénotype hyperprolifératif [Usui et al. 2008]. 
 
&ĂĐƚĞƵƌƐĚĞĐƌŽŝƐƐĂŶĐĞĚŝŵŝŶƵĠƐ
Le diabète entraine également une augmentation limitée des facteurs de croissance pendant 
la cicatrisation, notamment le PDGF, le VEGF, l’EGF et l’IGF-1 à la fois au niveau de 
l’épiderme et des cellules endothéliales dermiques dans les berges des lésions chroniques du 
pied diabétique [Galkowska et al. 2006], ce qui participe à l’altération de la phase proliférative.  
 
&ŽƌŵĂƚŝŽŶĚƵƚŝƐƐƵĚĞŐƌĂŶƵůĂƚŝŽŶĂůƚĠƌĠĞ
La formation du tissu de granulation est également affectée par le diabète. Les fibroblastes 
présentent une prolifération diminuée, une apoptose accrue et une capacité de migration réduite 
[Brem et al. 2007b, Desta et al. 2010]. 
La dysfonction endothéliale et l’insuffisance de VEGF contribuent à la diminution de 
l’angiogenèse avec le diabète [Okonkwo et al. 2017], en particulier par une diminution du 
recrutement des progéniteurs de cellules endothéliales [Galiano et al. 2004, Drela et al. 2012]. 
La prolifération, la migration et la tubulogenèse des cellules endothéliales sont également 
diminuées avec le diabète [Bitar 2019]. 
L’ulcère chronique du diabétique démontre aussi une perturbation de l’équilibre entre MMP 
et TIMP, avec des taux élevés de MMP-1, 2, 8 et 9 tandis que le taux de TIMP-2 est diminué 
dans l’exsudat de plaie [Lobmann et al. 2002]. Ce déséquilibre favorise la dégradation des 
composants matriciels, des facteurs de croissance et des cytokines, perturbant le processus de 
réparation cutanée [Ayuk et al. 2016]. 
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EĞƵƌŽŵĠĚŝĂƚĞƵƌƐĚŝŵŝŶƵĠƐ
Certaines études in vivo (animal ou homme) ne recherchent pas nécessairement la présence 
d’une neuropathie périphérique associée, il peut être ainsi difficile de connaitre la part 
respective de l’effet de l’hyperglycémie (de sa durée et de ses conséquences) et d’une éventuelle 
neuropathie dans les observations présentées ci-dessus.  
Cependant, il a été montré que la dénervation totale de la peau entrainait un défaut de 
cicatrisation [Buckley et al. 2012], démontrant l’importance des neuromédiateurs produits par 
les fibres nerveuses. Par contre, il semble que la présence de seulement 30% de fibres C dans 
la peau suffit pour cicatriser normalement (sans pathologie additionnelle) [Wallengren et al. 
1999]. 
 
Le NGF est diminué dans le sérum des patients diabétiques neuropathiques et son taux est 
corrélé à la diminution de la vitesse de conduction nerveuse et donc à la sévérité de la 
neuropathie [Faradji et al. 1990]. Les kératinocytes des patients diabétiques sécrètent moins de 
NGF, ce qui pourrait participer à la dégradation des petites fibres nerveuses cutanées [Anand et 
al. 1996]. À l’inverse l’expression de TrkA est augmentée dans les kératinocytes des patients 
diabétiques neuropathiques [Terenghi et al. 1997]. Également, la concentration plasmatique du 
récepteur p75NTR (mais pas de TrkA) est augmentée et pourrait servir de marqueur précoce de 
la neuropathie [Chilton et al. 2004]. 
La présence d’une neuropathie périphérique est également associée à une diminution 
importante du taux de substance P dans le sérum [Kunt et al. 2000] et des fibres nerveuses SP-
positives et CGRP-positives dans la peau [Lindberger et al. 1989], comparativement aux 
patients diabétiques non neuropathiques. Ceci peut être en partie expliqué par l’augmentation 
de l’activité enzymatique de la NEP dans la peau avec le diabète et qui semble être corrélée au 
risque de lésion chronique [Antezana et al. 2002, Spenny et al. 2002].  
 
Il a été démontré que l’administration exogène de SP [Gibran et al. 2002] ou de NGF 
[Matsuda et al. 1998] corrigeait le retard de cicatrisation chez la souris diabétique. Mais aucune 
étude de ce type, à notre connaissance, n’a démontré l’effet positif de l’administration de CGRP 
pour la cicatrisation avec la neuropathie diabétique. 
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Le « pied diabétique » est une lésion induite par la pression qui cicatrise très mal et pour 
laquelle il n’existe pas de traitement actuellement efficace, notamment par le manque de 
connaissance de l’étiologie et des processus de cicatrisation de ce type de lésion. Par ailleurs, il 
est établi que chez le patient diabétique, la neuropathie est le facteur de risque principal dans le 
développement de cette lésion. Cependant, la neuropathie est généralement diagnostiquée à un 
stade sévère, ainsi la relation entre le degré de neuropathie et le risque d’ulcération et de 
cicatrisation altérée n’est pas connue. 
 
Afin de mieux comprendre ce type de lésion, dans le but futur d’un développement préventif 
et/ou thérapeutique, nous avons étudié l’impact de la neuropathie sur la peau et la cicatrisation 
de l’ulcère de pression chez les souris diabétiques, en comparaison de souris non diabétiques 
aux mêmes âges. Ce travail s’est ainsi articulé autour de deux questions majeures pour 
lesquelles des méthodologies ont été mises en place : 
 
 Le degré d’atteinte neuropathique a-t-il une influence sur la fragilité cutanée et la 
gravité de l’ulcère de pression ? 
Pour répondre à cette interrogation, un diabète de type 1 a été induit chez la souris et nous 
avons établi les durées de diabète nécessaires à l’obtention de deux degrés de sévérité de la 
neuropathie. Ensuite, la structure et les caractéristiques physiques de la peau non lésée des 
animaux diabétiques neuropathiques ont été analysées. Enfin, nous avons mis au point un 
protocole original d’induction de lésion combinant pression et friction qui a permis d’évaluer 
la fragilité cutanée à ces contraintes selon le degré de neuropathie diabétique. 
 
 Comment le diabète et l’aggravation de la neuropathie altèrent la cicatrisation de 
l’ulcère de pression et quels sont les marqueurs biologiques modifiés pouvant y 
contribuer ? 
Afin de comparer la durée de fermeture de la lésion selon le degré de neuropathie diabétique, 
un nouvel outil a été développé permettant l’évaluation macroscopique de la lésion. Par la suite, 
l’analyse histologique a permis d’étudier les processus de cicatrisation perturbés par la 
neuropathie diabétique et sa sévérité. Enfin, l’expression du CGRP, de la substance P, du NGF, 
de leurs récepteurs, et de la périostine a été analysée à différents temps de la cicatrisation afin 
de déterminer leur éventuelle implication dans le retard de fermeture de la lésion de pression 
avec la neuropathie diabétique. 
En parallèle de l’étude in vivo, un modèle ex vivo, qui pourrait permettre le criblage futur 
d’actifs pour la cicatrisation en limitant le nombre d’animaux, a été initié. 
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La partie « matériels et méthodes » présentée ici est rédigée sous forme de protocoles 
détaillés afin de faciliter la compréhension des expérimentations et la reproduction des 
méthodes par les futurs étudiants et membres de l’équipe d’accueil ou des Laboratoires Urgo. 
 
/͘ dĞĐŚŶŝƋƵĞƐŝŶǀŝǀŽƐƵƌĂŶŝŵĂů
ϭ͘ ŶŝŵĂƵǆ
Les expérimentations ont été réalisées sur souris C57BL6/JRj mâles (Janvier Labs). Dès leur 
arrivée, les souris sont réparties de façon aléatoire dans des cages à raison de 6 animaux/cage 
avec un accès ad libitum à l’eau et à la nourriture dans une animalerie respectant un cycle 
jour/nuit de 12h/12h. Une période de stabulation d’une semaine est observée avant toute 
expérimentation. Les animaux étaient âgés de 8 semaines au début des expérimentations. 
Un soin particulier a été apporté aux souris diabétiques de type 1 (nids de coton, température 
de couveuse, croquettes mouillées) afin d’améliorer leur prise alimentaire (réduisant la perte de 
poids) et limiter leur hypothermie [Fang et al. 2005]. 
 
Les expérimentions sur souris ont été réalisées conformément à la réglementation en rigueur 
sur l’utilisation des animaux à des fins scientifiques. Préalablement, un dossier de demande 
d’autorisation à l’expérimentation animale décrivant les procédures a été soumis et approuvé 
par le comité d’éthique en expérimentation animale de Lyon (numéro d’enregistrement 
CECCAPP_IBCP_2015_001) puis par le Ministère de la Recherche – Service Autorisation de 
projet (accusé réception le 19 juin 2015). 
 
Ϯ͘ /ŶĚƵĐƚŝŽŶĚƵĚŝĂďğƚĞĚĞƚǇƉĞϭ
Ă͘ DĞƐƵƌĞĚĞůĂŐůǇĐĠŵŝĞ
La mesure de la glycémie a été utilisée pour déterminer le statut diabétique ou non de 
l’animal, à l’aide du lecteur et des bandelettes à usage unique BGStar® (Sanofi). Cet appareil, 
conçu pour l’humain, ne permet pas de déterminer la glycémie supérieure à 600 mg/dL. Les 
concentrations indiquées dans ce mémoire correspondent à une glycémie non-à jeun. 
 
Protocole : 
 Sur animal vigile, réaliser une petite entaille sur l’extrémité de la queue à 0,5cm de 
l’extrémité à l’aide d’un scalpel stérile 
 Éliminer la première goutte de sang 
 La deuxième goutte (~2μl) peut être utilisée pour la mesure de glycémie 
 Isoler l’animal dans une cage temporaire jusqu’à ce que le saignement s’arrête (limite 
l’agressivité des congénères) 
 Remettre l’animal dans sa cage initiale 
 
ď͘ /ŶũĞĐƚŝŽŶĚĞƐƚƌĞƉƚŽǌŽƚŽĐŝŶĞ
L’induction de diabète a été réalisée par l’injection intrapéritonéale de streptozotocine 
(STZ). La STZ est un analogue du glucose qui pénètre préférentiellement les cellules ȕ du 
pancréas via sa liaison au récepteur GLUT2. Sa cytotoxicité induit une mort cellulaire 
responsable de la diminution de la sécrétion d’insuline et de l’hyperglycémie résultante [Lewin 
et al. 2014]. Afin de limiter la toxicité de la STZ pour les autres cellules de l’organisme, il est 
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nécessaire que l’animal soit à jeun avant l’injection. 
 
Protocole : 
 Mesurer de la glycémie le matin et pesée de l’animal (pour le calcul du volume de STZ à 
injecter) 
 Mettre à jeun (retrait des croquettes, l’eau reste à disposition) 
 Après 6h de jeun, réaliser une injection intrapéritonéale de STZ à 180mg/kg (injection d’un 
volume équivalent de tampon citrate pour les groupes contrôles) 
 Préparation extemporanée de la solution de STZ pour 1ml à 30mg STZ/ml : 
Ͳ Peser 39 mg de poudre Zanosar® (Keocyt) dans un tube protégé de la lumière 
Ͳ Ajouter 303μl d’eau pour préparations injectables 
Ͳ Vortexer jusqu’à dissolution complète (la solution doit être jaune clair) 
Ͳ Ajouter 697μl de tampon citrate 0,09 M pH 4,8 (Sigma C2488) 
Ͳ Injecter en intrapéritonéal dans l’heure. 
 Remettre la souris en cage avec croquettes 
 Contrôler de la glycémie 48h après l’injection. Les souris ayant reçu la STZ et ayant une 
glycémie  400mg/dl sont incluses dans le groupe diabétique. 
 Contrôler la glycémie (de tous les groupes) après 7 jours, puis 4 et 8 semaines post-injection 
(4wk et 8wk). 
 
Dans la suite du mémoire, la caractérisation des souris contrôles et diabétiques sans lésion 
et l’induction d’ulcères de pression ont été réalisées à 4 et 8 semaines post-injection. Les 
groupes de souris ont donc été nommés C4wk, D4wk, C8wk et D8wk.  
 
Remarque :  
Pour les premières expérimentations, le diabète a été induit chez la souris avec la STZ de 
chez Sigma (ref S0130). Cependant la qualité des lots commercialisés s’est peu à peu dégradée 
(teneur en anomère alpha (anomère actif) diminuée) et a engendré une faible proportion 
d’animaux hyperglycémiques (jusqu’à 0 sur 30 souris ayant reçu l’injection) et une forte 
mortalité (environ 50% après 3 semaines). C’est pourquoi le médicament à usage humain 
Zanosar® a été utilisé par la suite (meilleure induction (102 souris hyperglycémiques à 48h sur 
115 injectées) et plus faible perte de poids/mortalité). Les résultats de ce mémoire ont tous été 
obtenus à partir d’animaux induit au Zanosar®. 
 
ϯ͘ ǀĂůƵĂƚŝŽŶĚĞůĂŶĞƵƌŽƉĂƚŚŝĞƉĠƌŝƉŚĠƌŝƋƵĞ
Afin de déterminer si les souris diabétiques ont une neuropathie périphérique, il est 
nécessaire d’utiliser trois méthodes différentes [Biessels et al. 2014] : une mesure 
comportementale (ici le test « Tail Flick »), une mesure électrophysiologique (ici sur la MNCV 
sur nerf sciatique) et une mesure histologique des fibres nerveuses (ici la densité IENF). 
L’animal diabétique est considéré neuropathique lorsque les résultats à 2 méthodes sur 3 sont 
statistiquement différents entre groupes contrôle et diabétique. 
 
Ă͘ dĞƐƚͨdĂŝů&ůŝĐŬͩ
Le test « tail flick » (signifie « coup de queue »), réalisé sur animal vigile contentionné, 
permet de mesurer la sensibilité thermique nociceptive à la surface de la queue de l’animal, 
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traduite par la latence et/ou le seuil de température auquel l’animal retire la queue du dispositif. 
L’appareil utilisé (IITC Life Science, modèle 33) comprend une lampe halogène et un détecteur 
(Figure21). La puissance et donc la température de la lampe augmente progressivement, ce qui 
active les nocicepteurs thermiques des petites fibres nerveuses cutanées (fibres Aį et C) et 
engendre un retrait réflexe de la queue par l’animal. La lampe s’éteint seule au terme d’un « cut 
off » défini afin d’éviter la brûlure. 
 

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Dans un premier temps la mesure a été réalisée toutes les semaines pour déterminer à partir 
de quelle durée de diabète la réponse est modifiée, indiquant une atteinte des petites fibres 
nerveuses. Par la suite, les mesures ont été réalisées uniquement à 4 et 8 semaines de protocole, 
sur 10 souris par groupes. 
  
Protocole : 
 Allumer l’appareil et régler la puissance de base de la lampe à 1%, correspondant à 32°C. 
La lampe commence ainsi à chauffer. 
 Régler la puissance de test de la lampe à 15% et le cut off à 10 sec, correspondant à une 
température de fin à 60°C environ. 
 Placer la souris dans un tube de contention, queue à l’extérieur. Attendre 15 min 
d’acclimatation 
 Placer la queue de l’animal sous la lampe (à 1 cm de l’extrémité) et attendre 30sec (permet 
d’avoir la même température cutanée initiale pour tous les animaux) 
 Réaliser 5 mesures successives espacées de 5min, et ce pour chaque souris 
 Replacer l’animal en cage 
 
ď͘ DĞƐƵƌĞĚĞůĂDEs
La vitesse de conduction d’un nerf moteur (MNCV, motor nerve conduction velocity), 
réalisée sur animal sous anesthésie générale, permet d’évaluer le taux de myéline sur le tronçon 
nerveux considéré. La méthode consiste à stimuler électriquement un nerf et d’analyser la durée 
nécessaire à la contraction musculaire en aval du nerf. Les mesures répétées à deux niveaux 
différents du nerf permettent le calcul de la vitesse selon la formule suivante : 

Dans cette étude, nous avons mesuré la MNCV au niveau du nerf sciatique entre le fessier 
et le talon des souris (Figure 22). 
La vitesse nerveuse dépend également de la température, il est donc nécessaire d’avoir une 
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température constante lors de la mesure. La peau du dos doit être incisée et les muscles écartés 
pour permettre la stimulation du nerf sciatique au niveau fessier, l’animal est donc mis à mort 
après la procédure. 
Les matériels (électrodes, générateur de voltage, câblages, boiter d’acquisition) et logiciel 
(déclenchement de la stimulation et acquisition des données) utilisés proviennent de chez 
Biopac Systems. 
 

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Dans un premier temps la mesure a été réalisée à partir de la 4e semaine de protocole puis 
toutes les semaines pour déterminer à partir de quelle durée de diabète la réponse est modifiée, 
indiquant une atteinte des grosses fibres nerveuses. Par la suite, les mesures ont été réalisées 
uniquement à 4 et 8 semaines de protocole, sur 8 à 10 souris par groupes. 
 
Protocole : 
 Anesthésier l’animal : injection intrapéritonéale de Thiopental® (Panpharma) à 65mg/kg 
 Allumer générateur, boîtier d’acquisition (réglé sur 4V), sonde thermique et logiciel 
 Lorsque l’animal est complètement endormi (~10min), procéder à la mise à jour du nerf 
sciatique : 
Ͳ Inciser d’1cm de la peau sur le dos dans le prolongement de la cuisse 
Ͳ Écarter les faisceaux musculaires, le nerf (blanc) est bien visible (comme suspendu) 
 Placer la sonde thermique dans la cavité du nerf. Tout au long de l’expérimentation ajuster 
la position de la lampe afin d’avoir une température constante proche de 37°C dans la cavité, 
et humidifier régulièrement la cavité avec du sérum physiologique pour éviter le 
dessèchement des tissus 
 Placer les électrodes : 
Ͳ Piquer l’électrode Réceptrice entre les orteils 
Ͳ Coller l’électrode Référence sur une partie du corps à l’écart des autres électrodes 
 Placer l’électrode de Stimulation au niveau du nerf dégagé et déclencher la stimulation à 
l’aide du logiciel. La contraction musculaire produit une première onde (« M-wave ») 
 Piquer l’électrode de Stimulation au niveau du talon et déclencher la stimulation à l’aide du 
logiciel. La contraction musculaire produit une deuxième onde 
 Mesurer la distance entre les 2 points de stimulation et la différence de durée de réponse du 
muscle afin de calculer la MNCV 
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 Répéter les 3 dernières étapes 3 fois successives par animal 
 Faire la moyenne des 3 mesures de MNCV pour chaque animal 
 Après la dernière acquisition, l’animal doit être mis à mort 
 
Đ͘ ĞŶƐŝƚĠ/E&
L’épiderme est richement innervé par des fibres sensorielles non myélinisées de type C 
(appelées fibres nerveuses intraépidermiques, IENF) et il a été démontré que leur diminution 
de leur densité était corrélée à la sévérité de la neuropathie [Duo et al. 2018]. C’est pourquoi 
c’est une méthode très utilisée, aussi bien chez l’homme que chez l’animal, pour déterminer la 
présence d’une neuropathie des petites fibres. 
Cette méthode nécessite le prélèvement d’une biopsie de peau, et le comptage des fibres 
nerveuses immunomarquées par l’anticorps anti-PGP9.5 sur coupe transversale de peau. 
Une « guideline » existe pour ce comptage, décrit par Lauria et coll. en 2005 [Lauria et al. 
2005] :  

 
Contrairement à la plupart des études sur animaux qui quantifient la densité IENF au niveau 
du dessous de la patte, nous avons choisi de l’évaluer à l’emplacement où sont réalisées toutes 
les mesures suivantes : peau du bas du dos. 
Les mesure a été réalisée à 4 et 8 semaines de protocole, sur 3 souris par groupes. 
 
Protocole utilisé dans ce travail de thèse : 
 Prélever un échantillon de peau non lésée de largeur ~2cm sur le bas du dos (de préférence 
dépilé (cf section I.4)), le fixer et l’inclure en paraffine (cf section VI.1) 
 Réaliser des coupes de 30 μm d’épaisseur avec avancement de 500μm entre les coupes 
 Procéder à l’immunomarquage des fibres avec l’anticorps primaire anti-PGP9.5 et anticorps 
secondaire couplé Alexa Fluor 647 et au marquage des noyaux cellulaires au DAPI (cf 
section VI.3) 
 Sur 2 coupes par souris : prendre une photo mosaïque au microscope confocal (Nikon 
Eclipse Ti-E) sur toute la longueur et l’épaisseur de l’échantillon, objectif x40, stacks 2μm 
 Réaliser à l’aide du logiciel ImageJ pour chaque coupe : 
Ͳ Une projection des stacks afin d’avoir une seule image par coupe 
Ͳ Compter les fibres traversant la JDE (localisable par l’alignement des noyaux des 
kératinocytes basaux) 
Ͳ Mesurer de la longueur de la JDE 
 La densité IENF d’une souris correspond à la moyenne des 2 coupes 
 
ϰ͘ ĠƉŝůĂƚŝŽŶĚĞƐƐŽƵƌŝƐ
Nous avons réalisé la totalité des expérimentations sur souris C57BL6/JRj. Ces animaux ont 
une fourrure épaisse et noire, il est donc nécessaire de les dépiler afin de pouvoir étudier la 
peau. La dépilation pouvant créer une légère irritation mais les poils repoussant rapidement, la 
dépilation doit se faire au mieux 24h avant toute expérimentation. 
Cependant, pour étudier les propriétés physiques de la peau non lésée, les souris ont toutes 
été dépilées exactement 4 jours avant l’analyse, permettant la restauration du Stratum corneum. 
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La dépilation stimule et synchronise la pousse des poils, faisant apparaître des tâches noires 
sur la peau rose pouvant perturber les mesures. C’est pourquoi il est préférable de ne faire 
qu’une seule dépilation au cours du protocole sur animal vivant. 
 
Protocole : 
 Placer les souris dans des cages individuelles au mieux 24h avant dépilation, sinon juste 
après dépilation afin d’éviter l’agressivité (odeur de crème) entrainant des morsures. 
 Préparer : 
Ͳ Un grand récipient d’eau tiède (~30°C) 
Ͳ Un 2e récipient avec de l’eau tiède additionné de savon hypoallergénique liquide 
Ͳ Compresses 
Ͳ Crème dépilatoire Veet® (permet la dégradation de la fibre pilaire externe) 
Ͳ Cotons-tiges 
Ͳ Rasoir électrique 
 Anesthésier la souris sous isoflurane (OSALIA) (induction 4%, puis 2% au masque), sur 
plaque chauffée à 35°C 
 Raser de près les poils du dos à l’aide du rasoir électrique 
 Passer une 1e compresse sèche sur la zone rasée afin d’enlever les poils coupés 
 Étaler l’équivalent d’une cacahuète de crème Veet au coton-tige sur la zone rasée et masser 
afin de bien répartir la crème entre les poils. Laisser en contact avec la peau 30sec au total 
 Retirer le maximum de crème avec une 2e compresse sèche 
 Imbiber une 3e compresse d’eau savonneuse tiède et passer sur la zone épilée afin de retirer 
les résidus de crème 
 Rincer soigneusement la peau avec une 4e compresse humide et vérifier qu’il ne reste aucun 
résidu de crème 
 Sécher la peau en tamponnant avec du papier 
 Mettre la souris dans sa cage individuelle et, afin d’éviter l’hypothermie, placer la cage dans 
la couveuse chauffée jusqu’à ce que autres poils et la peau sèchent 
 Rentrer la cage en animalerie 
 
ϱ͘ ĂƌĂĐƚĠƌŝƐĂƚŝŽŶƐƚƌƵĐƚƵƌĞůůĞĞƚƉŚǇƐŝƋƵĞĚĞůĂƉĞĂƵŶŽŶůĠƐĠĞ
Ă͘ DĞƐƵƌĞĚĞƐĠƉĂŝƐƐĞƵƌƐĚĞƐĐŽƵĐŚĞƐĐƵƚĂŶĠĞƐ
Afin d’évaluer l’impact du diabète et de la sévérité de la neuropathie sur la peau, les 
épaisseurs de différentes couches cutanées ont été mesurées : 
 Épaisseur de peau totale : du Panniculus carnosus à la dernière couche épidermique vivante 
inclus. 
 Épaisseur de l’épiderme : inclue les couches vivantes (sans le Stratum corneum) 
 Epaisseur du derme : commence sous l’épiderme et s’arrête au-dessus du tissu adipeux 
La mesure a été réalisée à 4 et 8 semaines de protocole, sur 3 à 5 souris par groupes. 
 
Protocole : 
 Prélever un échantillon de peau non lésée de largeur ~2cm sur le bas du dos (de préférence 
dépilé (cf section I.4)), le fixer et l’inclure en paraffine (cf section VI.1) 
 Réaliser des coupes de 5 μm d’épaisseur avec avancement de 500μm entre les coupes 
 Procéder à la coloration HES (cf section VI.2) 
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 Sur 2 coupes par souris : prendre une photo mosaïque au microscope x20 
 Réaliser, à l’aide du logiciel ImageJ, 30 mesures d’épaisseur des couches pour chaque coupe 
et les moyenner 
 Les épaisseurs cutanées d’une souris correspondent à la moyenne des 2 coupes 
 
ď͘ DĞƐƵƌĞĚĞů͛ŚǇĚƌĂƚĂƚŝŽŶĐƵƚĂŶĠĞ
L’état d’hydratation des couches supérieures de l’épiderme a été mesuré à l’aide d’un 
cornéomètre (Monaderm, modèle C825), sonde de mesure non invasive. Il existe une relation 
directe entre le contenu en eau de la peau et sa capacité électrique (ou capacitance). Le 
cornéomètre mesure cette capacitance des couches les plus superficielles de l’épiderme, à l’aide 
d’une sonde tenue perpendiculairement à la peau avec une pression constante. Les résultats sont 
exprimés en unités arbitraires et désignent un indice d’hydratation pouvant aller de 0 à 130, de 
la peau très sèche à hydratée. 
Les mesures ont été réalisées à 4 et 8 semaines de protocole, sur 6 à 8 souris par groupes. 
 
Protocole : 
 Dépiler la souris 4 jours avant la mesure (cf section I.4) 
 Le jour de la mesure d’hydratation cutanée, anesthésier la souris sous isoflurane (induction 
4%, puis 2% au masque) 
 Appliquer la sonde de cornéométrie sur le bas du dos avec une légère pression, la mesure 
s’affiche sur le logiciel connecté. Réaliser la mesure sur 3 zones différentes du bas du dos 
pour chaque souris et moyenner 
 Remettre l’animal dans sa cage 
 
Đ͘ DĞƐƵƌĞĚĞƐƉƌŽƉƌŝĠƚĠƐŵĠĐĂŶŝƋƵĞƐĐƵƚĂŶĠĞƐ
La lâcheté et l’élasticité de la peau ont été mesurées à l’aide d’un cutomètre avec ouverture 
de 2mm (Monaderm, modèle MPA580), sonde de mesure non invasive. Une pression négative 
est créée dans l’appareil et la peau est aspirée dans la cupule de mesure de la sonde. Après un 
temps défini, la peau est relâchée. 
 
Les résultats présentés dans ce mémoire montrent les paramètres suivants : 
 L’élasticité, reflétant la capacité de la peau à retourner dans sa position d’origine (élasticité 
proportionnelle à la valeur donnée) 
 La lâcheté (la non-fermeté), reflétant le défaut de résistance de la peau face à la pression 
négative.  
Les mesures ont été réalisées à 4 et 8 semaines de protocole, sur 6 à 8 souris par groupes. 
 
Protocole : 
 Dépiler la souris 4 jours avant la mesure (cf section I.4) 
 Le jour de la mesure des propriétés mécaniques cutanées, anesthésier la souris sous 
isoflurane (induction 4%, puis 2% au masque) 
 Régler l’appareil pour une aspiration de 450mbar pendant 2sec suivie de 2sec de 
relâchement, avec 3 cycles successifs 
 Appliquer la sonde de cutométrie sur le bas du dos sans pression, et démarrer la mesure tout 
en maintenant la sonde sans bouger 
 Les valeurs de lâcheté (R0) et d’élasticité nette (R5) (entre autres paramètres) sont 
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directement calculées par l’appareil. 
 Remettre l’animal dans sa cage 
 
ϲ͘ /ŶĚƵĐƚŝŽŶĚ͛ƵŶĞůĠƐŝŽŶĚ͛ĞǆĐŝƐŝŽŶƉŽƵƌůĂǀĂůŝĚĂƚŝŽŶĚĞůĂŐƌŝůůĞ
ZŽDd
Des lésions d’excision ont été réalisées pour étudier la corrélation entre évaluation 
macroscopique du jour de « fermeture » et évaluation histologique (Etude B pour la grille 
CRoMT, cf section II.2). 
Pour cela, une excision de peau a été réalisée sur 20 souris contrôles âgées de 8 semaines 
dépilée la veille et n’ayant reçu aucune injection. 
 
Protocole 
 Dépiler la souris 24h avant (J-1) la réalisation de l’excision (cf section I.4) sur la moitié 
basse du dos. Les animaux doivent impérativement être dans des cages individuelles. 
 J0 : réaliser une excision :  
Ͳ Anesthésier la souris sous isoflurane (induction 4%, puis 2% au masque) 
Ͳ Passer une compresse imbibée d’éthanol 70° sur la peau du dos afin de bien la 
dégraisser/désinfecter, et laisser sécher quelques secondes.  
Ͳ Découper un cercle de peau totale à l’aide d’un « Biopsy Punch » stérile de 8mm de 
diamètre 
Ͳ Poser un carré de Film Optiskin (URGO, film adhésif transparent semi-perméable sans 
compresse) pour protéger la zone lésée 
Ͳ Remettre l’animal dans sa cage 
 Surveiller l’animal tous les jours. Ne pas remplacer le Film Optiskin si la souris l’a enlevé. 
 À J8, J9, J12, J14, J16 et J19 sur 2 à 4 souris prises au hasard : 
Ͳ Anesthésier la souris sous isoflurane (induction 4%, puis 2% au masque) 
Ͳ Prendre en photo la lésion sans flash, avec sources lumineuses (emplacement et 
intensité) et distance constantes. 
Ͳ Mettre à mort l’animal et prélever la zone lésée/cicatrisée pour l’analyse histologique 
(cf section I.8) 
 
ϳ͘ /ŶĚƵĐƚŝŽŶĚ͛ƵŶƵůĐğƌĞĚĞƉƌĞƐƐŝŽŶĞƚƐƵŝǀŝĚĞƐĂĐŝĐĂƚƌŝƐĂƚŝŽŶ
Les lésions de pression ont été induites sur souris contrôles et diabétiques à 4 ou 8 semaines 
après injection (de tampon citrate ou STZ) pour évaluer l’influence de la neuropathie diabétique 
et de sa sévérité sur la cicatrisation. 
 
Ă͘ /ŶĚƵĐƚŝŽŶĚ͛ƵŶƵůĐğƌĞĚĞƉƌĞƐƐŝŽŶ
Un protocole original a été développé pendant ce travail de thèse et a fait l’objet d’un dépôt 
de brevet (cf. Annexe 3 page 214). Celui-ci est inspiré de la méthode de Stadler et coll. [Stadler 
et al. 2004] à laquelle a été ajoutée une friction afin de mieux reproduire les facteurs 
déclenchants de l’ulcère du pied diabétique. 
Les aimants utilisés (Magsy, ref 20109) sont en Néodyme, de diamètre 8mm, d’épaisseur 
1mm et avec une force de pression exercée de 417,8mmHg (Figure 23A). 
Afin de facilité la pose et le retrait des aimants sans abîmer la peau alentour, des morceaux 
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de chevilles en plastique (Figure 23B) sont collés aux aimants à l’aide de colle Néoprène liquide 
(prévoir minimum 48h de séchage) (Figure 23C). Les aimants peuvent être réutilisés. 
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Protocole d’induction d’ulcère (confidentiel jusqu’à la publication du brevet) : 
 Dépiler la souris 24h avant le début de l’induction d’ulcère de pression (cf section I.4) sur la 
moitié basse du dos (carré de 4 cm de côté). Les animaux doivent impérativement être dans 
des cages individuelles. 
 Le jour de début de l’induction (J0) : 
1- Anesthésier la souris sous isoflurane (induction 4%, puis 2% au masque) 
2- Passer une compresse imbibée d’éthanol 70° sur la peau du dos afin de bien la 
dégraisser, et laisser sécher quelques secondes. Nettoyer les aimants à l’éthanol 70° 
et les sécher. 
3- Faire un pli de peau sur le bas du dos entre les cuisses et placer les aimants de part 
et d’autre afin qu’ils soient placés de manière symétrique à la colonne vertébrale 
avec ~5mm d’espacement (Figure 23D) 
4- Encercler les aimants à l’aide d’un marqueur chirurgical 
5- Replacer l’animal avec ses aimants dans sa cage pendant 3h 
6- Anesthésier la souris sous isoflurane (induction 4%, puis 2% au masque) 
7- Retirer les aimants et remettre la peau à plat (Figure 23E) en tirant doucement sur 
la peau des cuisses si nécessaire 
8- Réaliser une friction appuyée (~30g) sur les zones compressées à l’aide d’un coton-
tige : 5 allers-retours dans le sens cuisse-cuisse et 5 allers-retours dans le sens tête-
queue 
9- Apposer un carré de Film Optiskin (3,5cm de large et 2,5cm de hauteur) centré sur 
les zones compressées 
10- Replacer l’animal dans sa cage 
 21h après le retrait des aimants (J1) : 
Ͳ Anesthésier la souris sous isoflurane (induction 4%, puis 2% au masque) 
Ͳ Si le Film Optiskin est décollé/tombé, le remplacer (tout ou partie) 
Ͳ Répéter les étapes 3 (compresser les mêmes zones),5,6,7,8,10 
 21h après le retrait des aimants (J2) : 
Ͳ Anesthésier la souris sous isoflurane (induction 4%, puis 2% au masque) 
Ͳ Si le Film Optiskin est décollé/tombé, le remplacer (tout ou partie) 
Ͳ Répéter les étapes 3 (compresser les mêmes zones),5,6,7,8,10 
 21h après le retrait des aimants (J3) : 
Ͳ Anesthésier la souris sous isoflurane (induction 4%, puis 2% au masque) 
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Ͳ Retirer le Film Optiskin 
Ͳ Replacer l’animal dans sa cage 
 À J4-J5 l’ulcère de pression est visible macroscopiquement 
 
ď͘ ^Ƶŝǀŝ ĚĞ ůĂ ĐŝĐĂƚƌŝƐĂƚŝŽŶ ĚĞ ů͛ƵůĐğƌĞ ĚĞ ƉƌĞƐƐŝŽŶ ƉĂƌ ĠǀĂůƵĂƚŝŽŶ
ŵĂĐƌŽƐĐŽƉŝƋƵĞ
Afin d’évaluer l’évolution de la lésion de pression sans mise à mort de l’animal, des photos 
des zones lésées ont été réalisées tous les 2-3 jours dos bien plat, sans flash, avec sources 
lumineuses (emplacement et intensité) et distance constantes, et avec une règle millimétrée 
souple posée sur l’animal à côté des lésions. 
 
ŝ͘ DĞƐƵƌĞĚĞůĂƐƵƌĨĂĐĞŵĂĐƌŽƐĐŽƉŝƋƵĞĚĞůĠƐŝŽŶ
Les mesures de surface de lésion (couleur/aspect/humidité différents des zones non 
compressées adjacentes) ont été réalisées grâce au logiciel ImageJ à partir des photos 
macroscopiques. 
Les mesures de surface macroscopique de l’ulcère de pression ont été réalisées sur tous les 
groupes de souris, avec 6 à 35 souris par point de cinétique. 
 
Protocole : 
 Ouvrir la photo sous ImageJ 
 Placer un trait sur toute la longueur de la règle millimétrée 
 Aller dans Analyse > Set Scale, et indiquer la mesure réelle de votre trait et l’unité en 
millimètre 
 A l’aide de l’outil Freehand section, entourer toutes les zones lésées en maintenant appuyée 
la touche Shift 
 Mesurer la surface totale des zones lésées : touches Ctrl et M simultanées, la valeur apparaît 
dans une nouvelle fenêtre 
 Reporter la valeur Area pour chaque souris dans un tableau Excel 
 
ŝŝ͘ ǀĂůƵĂƚŝŽŶŵĂĐƌŽƐĐŽƉŝƋƵĞĚƵũŽƵƌĚĞĨĞƌŵĞƚƵƌĞ
Le jour de fermeture d’une lésion/cicatrice a été évalué visuellement, non pas en mesurant 
sa surface mais en considérant sa couleur / sa rugosité / sa moiteur à l’aide de la grille CRoMT 
(cf  section II). 
Pour cela, un score CRoMT a été donné pour chaque photo de lésion/cicatrice prise. Le jour 
de fermeture (Jf) a été défini pour chaque groupe le premier jour où la combinaison des 
médianes de chaque paramètre CRoMT d’un point de cinétique réunissait les critères visuels 
définis (cf section I.3 de la partie Travail de thèse) : Couleur et Rugosité et Total chacun 
inférieur ou égal à 1 et Moiteur égale à 0. 
Exemple :  Jour 17 : Cmédian = 1, Rmédian = 1, Mmédian = 0, Tmédian = 2 
Jour 19 : Cmédian = 1, Rmédian = 0, Mmédian = 0, Tmédian = 1  Jf 
Jour 21 : Cmédian = 0, Rmédian = 0, Mmédian = 0, Tmédian = 0 
 
Les évaluations ont été réalisées sur tous les groupes de souris, avec 10 à 37 souris par point 
de cinétique. 
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ϴ͘ DŝƐĞăŵŽƌƚĞƚƉƌĠůğǀĞŵĞŶƚĚ͛ĠĐŚĂŶƚŝůůŽŶƐĚĞƉĞĂƵ
Ă͘ DŝƐĞăŵŽƌƚĚĞůĂƐŽƵƌŝƐ
La mise à mort a précédé tout prélèvement. Elle a été réalisée par overdose de thiopental en 
injection intracardiaque. 
 
ď͘ WƌĠůğǀĞŵĞŶƚĚ͛ĠĐŚĂŶƚŝůůŽŶĚĞƉĞĂƵ
Le prélèvement de peau a été réalisé 5min maximum après la mise à mort de l’animal. Afin 
de pouvoir prélever de la peau (non lésée, lésée, fermée), les étapes suivantes ont été respectées : 
 
Protocole : 
 Dépiler la peau pour un prélèvement de peau non lésée et à Jf (lésion fermée) (cf section 
I.4). Pour des prélèvements en cours de cicatrisation (J5, J10) la peau doit être uniquement 
rasée de près (pas de crème Veet) 
 Badigeonner la peau d’éthanol 70° puis sécher en tamponnant avec un papier. Attendre la 
totale évaporation de l’éthanol. 
 Prélever l’échantillon selon l’utilisation ultérieure : 
Ͳ Peau non lésée pour analyse à J0 ou pour culture ex vivo 
Ͳ Peau lésée à prélever selon le schéma suivant : 

&ŝŐƵƌĞϮϰ͘^ĐŚĠŵĂĚĞƐĚĠĐŽƵƉĞƐĚĞƉĞĂƵƌĠĂůŝƐĠĞƐƐƵƌůĞƐůĠƐŝŽŶƐĚĞƉƌĞƐƐŝŽŶŽƵĐŝĐĂƚƌŝĐĞƐƉŽƵƌů͛ĂŶĂůǇƐĞ
ƉƌŽƚĠŝƋƵĞ͕Ě͛ĞǆƉƌĞƐƐŝŽŶŐĠŶŝƋƵĞĞƚĞŶĐŽƵƉĞ͘

 Traiter l’échantillon selon l’utilisation ultérieure : 
Ͳ Pour culture ex vivo : le mettre en milieu de culture chaud jusqu’à la mise en culture (1h 
max) 
Ͳ Pour extraction protéique : le placer à sec dans un Eppendorf et conserver à -80°C 
jusqu’à l’extraction 
Ͳ Pour l’extraction d’ARN : le plonger dans un Eppendorf contenant du RNAlater froid 
(Sigma ref R0901), puis incuber le tube à +4°C 24-72h, puis stocker le tube à -80°C 
jusqu’à l’extraction 
Ͳ Pour l’analyse histologique / immunohistochimique / par immunofluorescence : le 
placer à plat dans une cassette entre 2 mousses (Dutscher ref 040666). Fixer le tissu en 
solution d’alcool-formol-acide acétique (CARLO ERBA Reagents, Fixative AFA 
liquid) 24h/TA ou 48/+4°C. 
 
 
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//͘ DĠƚŚŽĚĞ ĚĞ ǀĂůŝĚĂƚŝŽŶ ĚĞ ůĂ ŐƌŝůůĞ ZŽDd ƉŽƵƌ
ů͛ĠǀĂůƵĂƚŝŽŶ ǀŝƐƵĞůůĞ ĚĞ ůĂ ĨĞƌŵĞƚƵƌĞ Ě͛ƵŶĞ ůĠƐŝŽŶ
ĐŚĞǌůĂƐŽƵƌŝƐ
 
Un outil a été développé au cours de la thèse pour évaluer macroscopiquement et 
objectivement le jour de « fermeture » d’une lésion chez la souris, et a ensuite été utilisé pour 
l’étude de la cicatrisation cutanée avec la neuropathie diabétique. 
Cet outil a été nommé « grille CRoMT » (Figure 25) car cette grille comprend les paramètres 
suivant : 
 C pour Couleur de la lésion (color) graduée de 0 à 3 
 Ro pour Rugosité (roughness) graduée de 0 à 2 
 M pour Moiteur/humidité (moistness) graduée de 0 à 2 
 T pour Total, qui correspond à la somme des grades des autres paramètres (C + R + Mo), est 
graduée de 0 à 7. 
 L’ensemble donne le score CRoMT de la lésion (ex : 3125 pour C=3, Ro=1, M=2 et T=5). 
 
Pour la validation ce cet outil, deux « études » ont été menées successivement et faisant 
appels à des volontaires : l’Étude A, permettant de définir les critères visuels d’une lésion dite 
« fermée », et l’Étude B, permettant d’évaluer la corrélation histologique de ces critères. 
 

&ŝŐƵƌĞϮϱ͘'ƌŝůůĞZŽDdƉŽƵƌů͛ĠǀĂůƵĂƚŝŽŶǀŝƐƵĞůůĞĚĞƐůĠƐŝŽŶƐĐŚĞǌůĂƐŽƵƌŝƐ͘
 
ϭ͘ ƚƵĚĞ
Ă͘ WŚŽƚŽƐƉƌĠƐĞŶƚĠĞƐĞƚĚĞƐĐƌŝƉƚŝŽŶĚƵƉĂŶĞůĚĞǀŽůŽŶƚĂŝƌĞƐ
Parmi une banque de photos de souris d’une partie du travail de thèse non présentée dans ce 
mémoire, une sélection 30 photos a été faite. Cette sélection (Figure 26) comprend des photos 
de peau lésée ou non lésée de souris contrôles ou diabétiques, à différents temps de cicatrisation 
de lésion l’excision ou de pression. 
Les photos ont toutes été prises dans les mêmes conditions d’exposition lumineuses ou de 
résolution, et ont été présentée sans barre d’échelle afin de ne pas influencer l’évaluation par 
les volontaires. 
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La liste des volontaires (Panel A) pour évaluer visuellement les photos était composée de 30 
personnes : 
 12 volontaires considérés comme « experts » en évaluation des lésions cutanées. Ce sous-
groupe comportait 3 chercheurs, 2 techniciens, 3 doctorants et 2 stagiaires en 
expérimentation animale, et 2 médecins du service des grands brûlés. 
 18 volontaires considérés comme « non-experts » car n’ayant aucune expérience 
professionnelle en évaluation de la cicatrisation cutanée. 
 
ď͘ ZĞĐƌƵƚĞŵĞŶƚĞƚĚĠƌŽƵůĞŵĞŶƚĚĞů͛ĠƚƵĚĞ
Les volontaires ont été recrutés suite à l’invitation envoyée par email à tout l’institut à 
participer à l’étude, en précisant le caractère des photos. Ils ont ensuite été conviés un à la fois 
pour évaluer les photos.  
La gille CRoMT leur a été présentée et chaque volontaire a eu quelques minutes pour la 
regarder et la comprendre. Ensuite, un ordinateur leur a été mis à disposition, avec une 
présentation PowerPoint des photos à évaluer (1 photo par diapositive). Il leur a été demandé 
d’évaluer seul chaque photo avant de passer à la suivante, sans retour en arrière. Il n’y avait pas 
de temps imparti. Un tableau sur feuille papier leur a été donnée pour inscrire leur évaluation : 
score pour chaque paramètre de la grille et pour chaque photo. Il a été demandé en sus au sous-
groupe d’expert de répondre à la question « La lésion est-elle fermée selon vous ? Oui / Non » 
pour chaque photo.  
 
Đ͘ ŶĂůǇƐĞĚĞƐƌĠƐƵůƚĂƚƐ
L’objectivité du score donné a été évaluée en comparant l’effet de l’expertise sur les scores 
donnés de chaque paramètre pour l’ensemble des photos. 
Le score CRoMT de chaque photo a été déterminé en considérant la médiane des résultats 
de l’ensemble des sous-groupes experts et non-experts pour chaque paramètre et pour chaque 
photo. Puis, afin de déterminer les critères (score de chaque paramètre) correspondant à une 
lésion visuellement fermée, les photos ont été classées selon le pourcentage d’experts ayant 
répondu « Oui » à la question posée. 
 
Ϯ͘ ƚƵĚĞ
L’Étude B a été menée après l’Étude A dans le but de de déterminer s’il existe une corrélation 
entre les critères visuels d’une lésion « fermée » et la réépidermisation. 
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Ă͘ WŚŽƚŽƐƉƌĠƐĞŶƚĠĞƐĞƚĚĞƐĐƌŝƉƚŝŽŶĚƵƉĂŶĞůĚĞǀŽůŽŶƚĂŝƌĞƐ
20 souris ont été excisées sur le dos, et des photos macroscopiques des lésions et 
prélèvements histologiques ont été réalisés entre J8 et J19 après l’excision (cf. section I.6). 
Comme pour l’Étude A, les photos ont toutes été prises dans les mêmes conditions d’exposition 
lumineuses ou de résolution, et ont été présentée sans barre d’échelle afin de ne pas influencer 
l’évaluation par les volontaires. 
La liste des volontaires (Panel B) pour évaluer visuellement les photos était composée de 12 
personnes (experts et non-experts confondus) n’ayant pas participé à l’Étude A. 
 
ď͘ ZĞĐƌƵƚĞŵĞŶƚĞƚĚĠƌŽƵůĞŵĞŶƚĚĞů͛ĠƚƵĚĞ
Les volontaires de l’Étude B ont été recrutés et conviés comme pour l’Étude A. La grille 
CRoMT et les 20 photos de l’Étude B ont été présentée comme pour l’Étude A, avec les mêmes 
consignes d’évaluation. Il leur a été demandé de donner individuellement le score pour chaque 
paramètre de la grille et pour chaque photo. 
En parallèle, la réépidermisation des coupes de peau correspondantes aux photos présentées 
dans l’Étude B a été évaluée histologiquement après coloration HES par un laboratoire 
indépendant (Novotec) selon ses critères semi-quantitatifs : 

Après obtention des résultats du grade de réépidermisation de chaque lésion, des marquages 
immunofluorescents pour des marqueurs de différenciation épidermique (kératine 10, kératine 
14, filaggrine, involucrine) ont été réalisés sur demande par le laboratoire Novotec sur 3 coupes 
ayant obtenus les grades de réépidermisation 2, et 6 coupes pour le grade 3. 
 
Đ͘ ŶĂůǇƐĞĚĞƐƌĠƐƵůƚĂƚƐ
Le score CRoMT de chaque photo a été déterminé en considérant la médiane des résultats 
du Panel B pour chaque paramètre et pour chaque photo. 
Afin de déterminer s’il existe une corrélation entre les critères CRoMT définis pour une 
lésion visuellement fermée (définis dans l’Étude A) et la réépidermisation, la sensibilité et la 
spécificité des critères à identifier les lésions ayant un néoépiderme fermé et organisé ont été 
calculées comme suit : 


Les immunomarquages ont été analysés qualitativement. 
  
DĂƚĠƌŝĞůƐĞƚŵĠƚŚŽĚĞƐ 
ϴϯ
 
///͘ dĞĐŚŶŝƋƵĞĚĞĐƵůƚƵƌĞĞǆǀŝǀŽĚĞƉĞĂƵĚĞƐŽƵƌŝƐ
Un modèle ex vivo d’étude de la cicatrisation post-compression a été initié afin d’étudier 
l’influence de la neuropathie diabétique en utilisant moins d’animaux, avec un suivi plus rapide. 
L’autre intérêt de ce type de modèles est d’éliminer/limiter l’effet des systèmes immunitaire 
circulant, vasculaire, et nerveux. 
 
ϭ͘ ƵůƚƵƌĞĚĞƉĞĂƵĞǆǀŝǀŽĞƚŝŶĚƵĐƚŝŽŶĚ͛ƵŶĞůĠƐŝŽŶĚĞƉƌĞƐƐŝŽŶ
La peau utilisée dans ce modèle provient du dos entier de souris contrôles ou diabétiques à 
4 ou 8 semaines. Il est possible de faire en moyenne 12 explants par dos de souris, permettant 
de tester plusieurs conditions. 
Excepté le prélèvement de la peau de souris qui se fait en pièce d’expérimentation animale, 
toutes les expérimentations se font sous Poste de Sécurité Microbiologique en conditions 
stériles. 

&ŝŐƵƌĞϮϳ͘WŚŽƚŽĞƚƐĐŚĠŵĂƉŽƵƌůĂƌĠĂůŝƐĂƚŝŽŶĚ͛ƵŶĞůĠƐŝŽŶĚĞƉƌĞƐƐŝŽŶƐƵƌƉĞĂƵĞǆǀŝǀŽ
ͬWŚŽƚŽĚ͛ƵŶĞǆƉůĂŶƚĚĞƉĞĂƵƉůĂĐĠĞŶŝŶƐĞƌƚĚĞĐƵůƚƵƌĞ͘ͬWŚŽƚŽĚ͛ƵŶĂŝŵĂŶƚƵƚŝůŝƐĠƉŽƵƌůĂĐŽŵƉƌĞƐƐŝŽŶĞǆ
ǀŝǀŽ͘ͬ^ĐŚĠŵĂĚĞůĂŵŝƐĞĞŶƉůĂĐĞĚĞƐĂŝŵĂŶƚƐƉŽƵƌůĂĐŽŵƉƌĞƐƐŝŽŶ͘ͬWŚŽƚŽĚ͛ĞǆƉůĂŶƚĐŽŵƉƌĞƐƐĠĂƉƌğƐůĞ
ƌĞƚƌĂŝƚĚĞƐĂŝŵĂŶƚƐ͘
 
Protocole 
 Préparer le milieu de culture à 2g glucose /L puis le filtrer : 

 Mise à mort de souris diabétique et contrôle du même âge, dépilation et prélèvement de la 
peau du dos entier (cf section I.8) qui est placée dans un tube contenant 20ml de milieu de 
culture chaud 
 Placer la peau et son milieu dans une boîte de Pétri 
 Découper des explants de 8mm de diamètre à l’aide d’un « Biopsy Punch », en ne prenant 
que les zones de peau parfaitement blanches (sans tâche) 
 Mettre les explants sur inserts (Greiner ref 665638 : diamètre 12mm, membrane PET de 
porosité 8μm, pour plaque 12 puits) 
 Répartir aléatoirement entre les conditions à tester (temps de culture, avec/sans compression, 
techniques d’analyse) dans les puits d’une plaque 12 puits (Figure 27 A) 
 Placer un aimant (Magsy ref 20023, diamètre 4mm, force de pression 517mmHg) au centre 
de l’explant de peau et placer un deuxième aimant sous l’insert (Figure 27 B et 27 C) (= J0) 
 Mettre du milieu de culture dans la plaque à effleurement de l’insert (800μL à 1ml selon les 
marques de plaque) 
 Incuber à 16h / 37°C / 5% CO2 / 100% humidité 
DĂƚĠƌŝĞůƐĞƚŵĠƚŚŽĚĞƐ 
ϴϰ
 
 Retirer délicatement les aimants et remettre l’explant en culture (sans changer le milieu). La 
zone compressée reste bien visible macroscopiquement (Figure 27 D) 
 Changer le milieu de culture 8h après le retrait des aimants (= J1) puis tous les jours 
 
Ϯ͘ ƚƵĚĞĚĞůĂĐŝĐĂƚƌŝƐĂƚŝŽŶĞǆǀŝǀŽ
Afin d’évaluer la cicatrisation post-compression, la culture de certains explants est arrêtée à 
différents temps afin d’évaluer la structure histologique ou la viabilité cellulaire. Les milieux 
de culture ont également été récupérés pour analyser la sécrétion de certaines cytokines. 
 
Ă͘ ǀĂůƵĂƚŝŽŶŚŝƐƚŽůŽŐŝƋƵĞ
La culture de certains explants de peau de souris contrôle et diabétiques 4wk a été arrêtée à 
J1 (8h après le retrait des aimants), J3 et J6. 
Pour l’étude histologique, les explants provenaient d’une seule souris diabétique et une seule 
souris contrôle.  
Les explants ont été fixés comme indiqué dans la section I.8.b.  
L’inclusion, la coloration HES (cf. section VI), les photos et l’analyse histologiques ont été 
réalisées par le laboratoire Novotec (www.novotec-labs.com). 
 
ď͘ dĞƐƚĚĞǀŝĂďŝůŝƚĠĐĞůůƵůĂŝƌĞĂƵDdd
Le test MTT (bromure de 3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyl tetrazolium) consiste à 
mettre les cellules en présence de cette substance (soluble jaune) dans le milieu de culture et 
d’observer les cellules devenant bleues, indiquant la présence du métabolite du MTT (le 
formazan, précipité bleu) et donc l’activité métabolique des cellules qui étaient vivantes. 
L’évolution de la réépidermisation a pu être évaluée à l’aide des photos réalisées. 
L’expérimentation a été réalisée 2 fois sur des explants provenant de souris contrôles et 
diabétiques 4wk et 8wk (5 souris au total/groupe). Le pourcentage de zone non réépidermisée 
représente la moyenne de ses 5 explants / condition. 
 
Protocole : 
 Préparer extemporanément une solution de MTT à 1mg/ml dans du milieu de culture, 
chauffer à 37°C et vortexer jusqu’à dissolution complète, puis filtrer à 0.2μm la solution 
 Remplacer le milieu de culture des explants par la solution de MTT 
 Incuber 3h / 37°C / 5% CO2 
 Découper la membrane de l’insert et la placer (avec l’explant) sur un papier absorbant 
 Prendre en photo les explants 
 Evaluer la réépidermisation à l’aide du logiciel ImageJ : 
Ͳ Entourer la zone compressée (zone plus plate même après 1 semaine) et mesurer sa 
surface (Ctrl M) 
Ͳ Entourer la zone de peau blanche et mesurer sa surface (Ctrl M) 
Ͳ Faire le calcul du % de la zone non réépidermisée : (Zone blanche / zone compressée) 
x 100 
 
Đ͘ ŶĂůǇƐĞĚƵƐĠĐƌĠƚŽŵĞ
Afin d’évaluer si le modèle ex vivo reproduit en partie la cicatrisation in vivo, et d’identifier 
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ϴϱ
 
d’éventuels nouveaux marqueurs, un sécrétome a été réalisé sur le milieu de culture. 
Pour cela 4 explants provenant de la peau d’une souris Contrôle et 4 explants provenant 
d’une souris Diabétique ont été mis en culture et compressés, et le milieu de culture a été 
récupéré à J1 et J2 puis mélangés. 
Le sécrétome a été analysé à partir de ces pools de milieux de culture à l’aide du kit Mouse 
XL cytokine Array kit (R&D system, ref ARY028), selon la méthode d’immunoessai sandwich. 
Cette méthode permet la semi-quantification de 111 cytokines, dont IL-1beta, RAGE soluble, 
IL-10, IL-1RA, VEGF, EGF, PDGF et périostine. 
 
 
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/s͘ dĞĐŚŶŝƋƵĞĚ͛ĂŶĂůǇƐĞĚĞů͛ĞǆƉƌĞƐƐŝŽŶŐĠŶŝƋƵĞ
 
ϭ͘ ǆƚƌĂĐƚŝŽŶĚĞƐZE
Les ARN totaux ont été extraits de peau de souris grâce au RNeasy Fibrous Tissue Mini Kit 
(Qiagen) et à une optimisation de la phase de broyage. 
 
Protocole (pour 30-50mg de peau de souris § 5-8mm de diamètre) : 
 Prélever et conserver l’échantillon comme indiqué en Partie I.8.b page 79 
 Décongeler à +4°C les tubes contenant RNAlater et peau 
 Transférer le morceau de peau dans un microtube bleu (Dutscher ref 045001) 
 Préparer le tampon de lyse (sous hotte) : RLT Buffer + 1% ȕ-mercapto-éthanol (prévoir 
300μL/tube) 
 Ajouter 50μl de tampon de lyse sur la peau 
 Sur bloc de froid, couper en petits morceaux ( 1mm de coté) la peau à l’aide des micro-
ciseaux 
 Ajouter 250μL de tampon de lyse 
 Sur bloc de froid, finir la lyse (1min max) avec le pilon bleu (Dutscher ref 045001) 
 Ajouter 590μL d’eau RNAse free dans le tube bleu, puis 10μL de Protéinase K 
 Inverser 2-3 fois le tube pour homogénéiser 
 Incuber 10min à 55°C 
 Centrifuger 4 min / 10 000g / TA 
 Transférer le surnageant dans un nouveau tube Eppendorf 
 Attention à ne pas prendre le culot contenant les débris, cela boucherait ensuite la 
colonne et empêcherait la bonne extraction de l’ARN ! 
 En cas de difficulté à récupérer le surnageant : re-centrifuger 4min / 16 000g / TA 
 Ajouter 450μL d’éthanol 96-100% et en transférer 700μL sur la colonne 
 Centrifuger 30sec / 10 000g / TA, vider la poubelle 
 Transférer le reste de l’échantillon sur la colonne 
 Centrifuger 30sec / 10 000g / TA, vider la poubelle 
 Ajouter 350μL RW1 sur la colonne, centrifuger 30sec / 10 000g / TA, vider la poubelle 
 Mixer 10μL DNase (aliquots à -20°C) + 70μL RDD (à +4°C), et ajouter sur la colonne 
 Incuber à TA 15min 
 Ajouter 350μL RW1 sur la colonne, centrifuger 30sec / 10 000g / TA, vider la poubelle 
 Ajouter 500μL RPE sur la colonne, centrifuger 30sec / 10 000g / TA, vider la poubelle 
 Ajouter 500μL RPE sur la colonne et centrifuger 2min30sec / 10 000g / TA 
 Jeter la poubelle et placer la colonne sur une nouvelle poubelle 
 Centrifuger 2min / 16 000g / TA et jeter la poubelle 
 Placer la colonne sur un Eppendorf 1,5ml avec le nom de l’échantillon 
 Ajouter 30μL d’eau RNAse Free à TA sur la colonne pour éluer l’ARN et attendre 2min 
 Centrifuger 1min30sec / 10 000g / TA 
 Récupérer l’éluât et le remettre sur la colonne, et attendre à nouveau 2min 
 Centrifuger 1min30sec / 10 000g / TA 
 Conserver l’Eppendorf contenant l’ARN sur bloc de froid, et jeter la colonne 
 Evaluer la qualité et la concentration de l’ARN extrait : 
Ͳ La pureté des ARN et leur concentration est déterminées par spectrophotométrie à l’aide 
DĂƚĠƌŝĞůƐĞƚŵĠƚŚŽĚĞƐ 
ϴϳ
 
d’un NanoDrop ND-2000 (Thermo Scientific). La pureté des ARN est évaluée par i/ le 
calcul de ratio d’absorbance 260nm/280nm indiquant l’absence de protéines 
contaminantes, ii/ le ratio 260nm/230nm indiquant l’absence de contamination par des 
molécules organiques. Les ARN utilisés dans ce travail ont un ratio A260/A280  1,9 
et un ratio A260/A230  1,4. 
Ͳ L’extraction d’ARN de peau de souris avec ce protocole a permis d’obtenir des 
concentrations entre 100 et 500 ng/μL. 
Ͳ L’absence d’ADN génomique ou de dégradation des ARN, nécessaire pour l’analyse 
d’expression génique, a été évaluée visuellement (Figure 28) par migration sur gel et 
révélation au bromure d’éthidium et ultra-violets. 

&ŝŐƵƌĞϮϴ͘WŚŽƚŽĚĞĚĞƵǆĞǆƚƌĂŝƚƐĚΖZEƐĠƉĂƌĠƐƐƵƌŐĞůĂƉƌğƐƌĠǀĠůĂƚŝŽŶ
>͛ĞǆƚƌĂŝƚŶΣϭĐŽŶƚŝĞŶƚĚĞů͛EŐĠŶŽŵŝƋƵĞĞƚĚĞƐZEĚĠŐƌĂĚĠ͕ŝůŶĞƉĞƵƚƉĂƐġƚƌĞƵƚŝůŝƐĠƉŽƵƌů͛ĂŶĂůǇƐĞ
Ě͛ĞǆƉƌĞƐƐŝŽŶŐĠŶŝƋƵĞ͘>͛ĞǆƚƌĂŝƚŶΣϮĞƐƚĚĞďŽŶŶĞƋƵĂůŝƚĠƉŽƵƌů͛ĂŶĂůǇƐĞĚ͛ĞǆƉƌĞƐƐŝŽŶŐĠŶŝƋƵĞ͘
 Aliquoter les ARN et conserver à -20°C. 

Ϯ͘ ZdƋWZĚĞƐZEŵĞƐƐĂŐĞƌƐ
Ă͘ dƌĂŶƐĐƌŝƉƚĂƐĞŝŶǀĞƌƐĞ
Les ARN sont rétrotranscrits à l’aide du kit PrimeScriptTM RT reagent Kit (Takara ref 
RR037A). 
 
Protocole : 
 Préparer le mix réactionnel pour chaque échantillon d’ARN : 

 Programmer le thermocycleur (Biorad) pour la rétrotranscription : 

 Utiliser immédiatement les ADNc ainsi produits pour la réaction de PCR ou conserver les 
aliquotés à -20°C. Le rendement de la réaction étant considéré comme absolu, la 
concentration en ADNc de la solution obtenue est de 50ng / μL. 
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ď͘ ZĠĂĐƚŝŽŶĚĞƉŽůǇŵĠƌŝƐĂƚŝŽŶĞŶĐŚĂŝŶĞ;WZͿĞŶƚĞŵƉƐƌĠĞů
La réaction de qPCR a été réalisée avec le kit SYBR Premix Ex TaqTM II (Takara ref 
RR820W). Les résultats d’expression génique exposés dans ce mémoire ont été obtenus grâce 
aux amorces QuantiTect Primer Assays (Qiagen) pour les gènes d’intérêt MMP-9 (ref 
QT00108815), MMP-10 (ref QT00115521), MMP-13 (ref QT00111104), CALCA (variant 
proCGRPĮ, ref QT01058043) et CALCB (ref QT00162078) normalisés par les gènes de 
ménage RPL13A (ref QT00267197) et B2M (ref QT01149547). 
 
Protocole : 
 Reconstituer chaque tube d’amorces avec 1,1ml de tampon Tris-EDTA pH 8,0 (BioUltra 
Ref 93283). La concentration obtenue est de 3μM Sens/Anti-sens. Aliquoter et conserver à 
-20°C. 
 Diluer au 1/10e le volume d’ADNc nécessaire pour chaque échantillon 
 Préparer le mix réactionnel afin de réaliser des duplicats : 

 Déposer les échantillons en duplicats sur plaque 96 puits à fond transparent (Eurogentec), 
ajouter un « contrôle négatif » (eau RNAse free à la place de l’ADNc). Filmer la plaque. 
 Programmer l’appareil Aria Mix (Agilent) pour réaliser la qPCR en temps réel : 

 
Đ͘ /ŶƚĞƌƉƌĠƚĂƚŝŽŶĚĞƐƌĠƐƵůƚĂƚƐ
La pureté de l’amplicon est systématiquement vérifiée en contrôlant l’unicité du pic de 
dissociation des produits doubles brins obtenus par la courbe de fusion, et par l’absence 
d’amplification observée dans les puits « contrôle négatif ». 
Dans ce travail, les résultats sont exprimés en quantité relative. La méthode utilisée est celle 
du 2-ǻǻCt [Livak et al. 2001], avec double normalisation par l’expression des gènes de ménage 
et l’expression de chaque gènes d’intérêt du groupe C4wk à J0 (peau non lésée). 
 
 
DĂƚĠƌŝĞůƐĞƚŵĠƚŚŽĚĞƐ 
ϴϵ
 
s͘ dĞĐŚŶŝƋƵĞƐĚĞďŝŽĐŚŝŵŝĞ
 
ϭ͘ ǆƚƌĂĐƚŝŽŶĚĞƐƉƌŽƚĠŝŶĞƐ
Les protéines ont été extraites de peau de souris pour l’étude de leur expression par western-
blot ou immunoprécipitation. 
 
Protocole d’obtention d’un lysat protéique de peau de souris : 
 Prélever et conserver l’échantillon comme indiqué en section I.8.b. 
 Ajouter au tube contenant la peau une solution (200μL/~40mg de peau) de tampon RIPA 
(Sigma ref R0278) froid supplémenté extemporanément avec un cocktail d’inhibiteurs de 
protéases (Complete Mini, Roche Diagnostics) et d’inhibiteurs de phosphatases (solution à 
25X : 125mM NaF, 250mM ȕ-glycérophosphate, 25mM Na3VO4). 
 Découper finement la peau aux micro-ciseaux, puis vortexer quelques secondes 
 Incuber 30min / +4°C 
 Vortexer quelques secondes 
 Incuber 30min / +4°C 
 Vortexer quelques secondes 
 Centrifuger 10min / 10 000g / +4°C 
 Récupérer le surnageant protéique 
 
Ϯ͘ ŽƐĂŐĞĚĞƐƉƌŽƚĠŝŶĞƐ
Le dosage des protéines est réalisé à l’aide du kit BCA Protein Assay Kit (Pierce 
Technologies). 
 
Protocole : 
 Réaliser des dilutions en série de facteur 2 dans du tampon RIPA à partir de l’albumine 
bovine (BSA) fournie dans le kit. Gamme finale : 2, 1, 0.5, 0.25, 0.125 mg/mL 
 Diluer les lysats protéiques au ¼ dans du tampon RIPA 
 Distribuer 25ȝL de la gamme et des échantillons dans une plaque 96 puits à fonds et bords 
transparents. Déposer également 25 ȝl de tampon RIPA seul pour faire le « blanc » 
 Préparer extemporanément le mix réactionnel (solution B diluée au 1/50e dans la solution A) 
et en distribuer 200μL/puits 
 Coller un film protecteur sur la plaque et incuber 30min / 37°C 
 Retirer le film et supprimer les bulles à l’aide d’une aiguille 
 Lire la plaque au spectrophotomètre à 560 nm 
 Soustraire le « blanc » à toutes les valeurs obtenues 
 Réaliser la courbe étalon et calculer la concentration protéique des échantillon en appliquant 
le facteur de dilution utilisé 
 Concentration protéique moyenne obtenue de 3-6 μg/μL 
 
ϯ͘ ^ĠƉĂƌĂƚŝŽŶ͕ĚĠƚĞĐƚŝŽŶĞƚŝĚĞŶƚŝĨŝĐĂƚŝŽŶĚĞƐƉƌŽƚĠŝŶĞƐ
Les protéines sont séparées par électrophorèse en fonction de leur masse moléculaire sur gel 
d’acrylamide, avant d’être transférées sur une membrane et détectées à l’aide d’anticorps 
spécifiques (Western Blot). Dans ce travail de thèse, la quantité de chaque protéine d’intérêt a 
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été normalisée par la quantité totale de protéines estimée par Rouge Ponceau, car l’actine n’était 
pas exprimée de manière linéaire entre peau non lésée et lésée (cf. Annexe 2 page 213). 
 
Protocole de Western Blot : 
 Préparer les échantillons protéiques (pour des puits de 25μL) : 

 Dénaturer les protéines 5min / 95°C 
 Séparation des protéines par électrophorèse : 
Ͳ Préparer le tampon de migration : TG-SDS (Euromedex) (Tris-HCl 25mM, Glycine 
192mM, SDS 0,1%) 
Ͳ Déposer les protéines dénaturées sur le gel précoulé à gradient d’acrylamide 4%-15% 
(BioRad) préalablement placé dans un système Mini Protean III (BioRad) contenant du 
tampon de migration. Prévoir un puits pour le marqueur de taille (Biorad, Precision Plus 
Protein Standards) 
Ͳ Faire migrer à 25mA/gel (s’il y a 4 gels, faire migrer à 100mA) 
 Transfert des protéines : 
Ͳ Préparer le tampon de transfert : 25mM Tris-HCl, 192mM Glycine, 20% Ethanol 
Ͳ Activer une membrane de PVDF (polyfluorure de vinylidène) 30sec / bain d’éthanol   
Ͳ Récupérer le gel d’acrylamide et faire le montage suivant dans une bassine sous 
immersion de tampon de transfert, et chasser les bulles avant de refermer : 

Ͳ Plonger le montage dans la cuve (système Mini Trans-Blot, Biorad) contenant le tampon 
de transfert et un bloc congelé (côté noir contre côté noir) 
Ͳ Faire transférer les protéines du gel vers la membrane 1h / 4°C/ 220mA 
 Evaluation de la quantité de protéines transférées par Rouge Ponceau (adapté de [Goldman 
et al. 2016]) 
Ͳ Lavages eau 2 x 5min 
Ͳ Incuber avec une solution de Rouge Ponceau 2min / TA / agitation 
Ͳ Laver 2 fois rapidement à l’eau distillée 
Ͳ Prendre en photo la membrane grâce à la caméra Fusion Fx system (Vilber Lourmat) 
Ͳ Rincer la membrane 3 fois TBS-T (TBS-0,1%Tween 20) / 10min / agitation 
 Identification des protéines 
Ͳ Préparer une solution de blocage : 5% lait écrémé / TBS-T 
Ͳ Plonger la membrane dans la solution de blocage 1h / TA / agitation pour éviter les 
interactions non spécifiques des anticorps de révélation 
Ͳ Préparer la solution d’anticorps primaire (cf Tableau 4) dans 2% lait écrémé/TBS-T 
Ͳ Incuber la membrane avec l’anticorps primaire overnight / 4°C / agitation 
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Ͳ Rincer 3 fois TBS-T / 10min / agitation 
Ͳ Préparer la solution d’anticorps secondaire (cf Tableau 4) dilué dans du TBS-T 
Ͳ Incuber la membrane avec l’anticorps secondaire 1h / TA / agitation / obscurité 
Ͳ Rincer 3 fois TBS-T / 10min / agitation 
Ͳ Incuber la membrane 5 minutes avec le réactif d’électrochimiluminescence (Thermo 
Scientific ref 34580) 
Ͳ Détecter le signal grâce à la caméra Fusion Fx system 
Les résultats présentés dans ce mémoire ont tous été obtenus avec le même temps 
d’exposition pour une protéine donnée, et sans saturation de signal 
 Exprimer la quantité relative d’une protéine grâce au logiciel GelAnalyzer 
(http://www.gelanalyzer.com/) : 
Ͳ Quantification de la quantité de protéine totale : mesurer le Signal Rouge Ponceau total 
d’une bande de migration (de haut en bas de la membrane pour chaque échantillon) 
Ͳ Quantification du Signal net pour une protéine donnée : mesure du signal au poids 
moléculaire attendu (signal brut) auquel est soustrait le bruit de fond. 
Ͳ Quantité relative d’une protéine : Ratio Signal net / Signal Rouge Ponceau total. 
 
Il est possible de réutiliser une membrane pour la détection d’une autre protéine en retirant 
les anticorps présents : 

Protocole de Stripping : 
 Rincer 1 fois TBS-T / 10min / agitation 
 Incuber 15min / agitation dans du tampon de « Stripping » (Thermo Scientific ref 46430) 
 Recommencer à l’étape « Evaluation de la quantité de protéines transférées par Rouge 
Ponceau » du protocole de Western Blot. 

dĂďůĞĂƵϰ͘>ŝƐƚĞĚĞƐĂŶƚŝĐŽƌƉƐƵƚŝůŝƐĠƐƉŽƵƌů͛ŝŵŵƵŶŽĚĠƚĞĐƚŝŽŶĚĞƐƉƌŽƚĠŝŶĞƐƉĂƌtĞƐƚĞƌŶůŽƚ


ϰ͘ /ŵŵƵŶŽƉƌĠĐŝƉŝƚĂƚŝŽŶ
Afin d’identifier les protéines complexées à RCP, cette dernière a été immunoprécipitée à 
l’aide d’un anticorps spécifique et de billes magnétiques. La détection des partenaires est 
ensuite réalisée selon le protocole de Western Blot. 
 
Protocole : 
 Préparer du tampon RIPA supplémenté en inhibiteurs de protéases et phosphatases (appelé 
simplement « tampon RIPA » dans la suite du protocole), et le conserver à +4°C 
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 Préparer les échantillons protéiques et contrôles : 

 Incuber overnight / 4°C / agitation pour former le complexe anticorps-antigène (Ac-Ag) 
 Préparer les billes magnétiques 
Ͳ Bien homogénéiser la suspension de billes magnétiques liées aux protéines A/G 
(ThermoScientific ref 26162) 
Ͳ En transférer 20μL dans autant d’Eppendorf 2ml que d’échantillons/contrôles à tester 
Ͳ Laver les billes 3 fois comme suit :  
ͼ Ajouter 0,5ml de tampon RIPA/tube 
ͼ Incuber 3min / 4°C / agitation 
ͼ Mettre le tube sur le portoir magnétique et attendre que le surnageant soit clair 
ͼ Eliminer le surnageant (il reste un culot de billes) 
 Former le complexe bille-Ac-Ag 
Ͳ Ajouter la solution Ac-Ag de chaque échantillon sur un culot de billes  
Ͳ Incuber 1h / 4°C / agitation 
Ͳ Mettre le tube sur le portoir magnétique et attendre que le surnageant soit clair 
Ͳ Eliminer le surnageant (il reste un culot de billes) 
Ͳ Laver le complexe bille-Ac-Ag 3 fois comme suit :  
ͼ Ajouter 0,5ml de tampon RIPA/tube 
ͼ Incuber 3min / 4°C / agitation 
ͼ Mettre le tube sur le portoir magnétique et attendre que le surnageant soit clair 
ͼ Eliminer le surnageant (il reste un culot de billes) 
 Séparer le complexe bille-Ac-Ag 
Ͳ Préparer un tampon Laemmli 2X à 100mM de DTT 
Ͳ En ajouter 10μl sur chaque culot de billes 
Ͳ Vortexer 
Ͳ Dénaturer les protéines 5min / 95°C 
Ͳ Vortexer 
Ͳ Culoter les billes sur le portoir magnétique 
Ͳ Transférer le surnageant (bleu) dans un nouveau tube 
 Séparation des protéines par électrophorèse (cf Protocole de Western Blot) 
 Transfert des protéines (cf Protocole de Western Blot) 
 Identification des protéines : identique au Protocole de Western Blot mais avec l’anticorps 
secondaire Abcam ref ab131366 au 1/500e qui limite la détection des IgG immunoprécipitées 
 Interprétation des résultats :  
Ͳ Validation de l’anticorps anti-RCP utilisé pour immunoprécipitation : une bande RCP 
positive doit apparaître pour l’input et le contrôle positif, et aucune bande pour le 
contrôle négatif 
Ͳ Une bande RCP positive doit apparaître pour tous les échantillons. 
Ͳ La présence d’une bande positive pour un autre anticorps indique les protéines 
complexées à RCP dans le lysat protéique initial. 
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s/͘ dĞĐŚŶŝƋƵĞƐĚ͛ŚŝƐƚŽůŽŐŝĞĞƚĚ͛ŝŵĂŐĞƌŝĞ
 
ϭ͘ /ŶĐůƵƐŝŽŶĞŶƉĂƌĂĨĨŝŶĞĚĞƐĠĐŚĂŶƚŝůůŽŶƐ
Les résultats d’histologie et immunofluorescence ont tous été obtenus à partir de tissu fixé 
puis inclus en paraffine. 
Après prélèvement et fixation de la peau (cf section I.8.b), les échantillons ont été inclus en 
paraffine et découpés par le laboratoire Novotec. 
Des coupes transversales de 5ȝm ou de 30μm sont réalisées au microtome sur lames 
histologiques non traitées pour les colorations histologiques et traitées pour les 
immunomarquages. 
 
Ϯ͘ ŽůŽƌĂƚŝŽŶŚŝƐƚŽůŽŐŝƋƵĞăů͛ŚĠŵĂƚŽǆǇůŝŶĞͲĠŽƐŝŶĞͲƐĂĨƌĂŶ;,^Ϳ
La coloration HES permet de distinguer, grâce aux différents colorants, les différentes 
structures (épiderme, derme ...) et types cellulaires (noyau mono/pluricellulaire, coloration du 
cytoplasme) de la peau. Les éléments matriciels apparaissent en jaune-rosé, le cytoplasme en 
rose et les noyaux en violets. 
Dans ce mémoire, excepté les photos d’HES de la figure 31, toutes les colorations et photos 
présentées ont été réalisées par le laboratoire Novotec. Le protocole de coloration HES utilisé 
pour la figure 31 est le suivant. 
 
Protocole : 
 Procéder au déparaffinage et à la coloration des coupes dans ces bains successifs : 

 Mettre une goutte de milieu de montage Mountex (Microm) et placer une lamelle 
 Faire sécher les lames à 37°C / 24h avant toute observation 
 Conserver les lames à TA / obscurité 
 
ϯ͘ DĂƌƋƵĂŐĞŝŵŵƵŶŽĨůƵŽƌĞƐĐĞŶƚ
La technique d’immunofluorescence (IF) permet de mettre en évidence la localisation et 
l’intensité d’expression de certaines protéines dans un tissu. 
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Protocole : 
 Procéder au déparaffinage et à la réhydratation des coupes dans ces bains successifs : 

 Étape optionnelle (selon l’anticorps primaire) de démasquage d’antigène : 
Ͳ Immerger les lames dans du PBS à 0.1% Triton 
Ͳ Rincer les lames 2 fois 5min au PBS 
Ͳ Immerger la lame dans un tube contenant du tampon citrate pH6 à température ambiante 
Ͳ Incuber le tube 20 min / 95°C 
Ͳ Incuber le tube 20 min/ eau froide 
Ͳ Rincer les lames 3 fois 5min au PBS 
 Saturer les coupes : 
Ͳ Préparer le tampon de blocage : PBS contenant 5% BSA et 10% sérum de chèvre  
Ͳ Encercler les échantillons au Feutre hydrophobe (Dakopen) 
Ͳ Mettre le tampon (~150μL/cercle)  
Ͳ Incuber 1h / RT / chambre humide 
 Incuber avec l’anticorps primaire : 
Ͳ Préparer la solution d’anticorps primaire (cf Tableau 5) dans du PBS 
Ͳ Déposer la solution dans les cercles 
Ͳ Incuber overnight / 4°C / chambre humide / obscurité 
Ͳ Rincer les lames 2 fois 5min au PBS 
 Incuber avec l’anticorps secondaire (sauf si l’anticorps primaire utilisé était déjà couplé) : 
Ͳ Préparer la solution d’anticorps secondaire (cf Tableau 5) dans du PBS 
Ͳ Déposer la solution dans les cercles 
Ͳ Incuber 1h / RT / chambre humide / obscurité 
Ͳ Rincer les lames 3 fois 5min au PBS 
 Marquage des noyaux cellulaires au DAPI (Thermo Scientific, ref 10184322) 
Ͳ Déposer une solution à 2μg de DAPI/ml PBS dans les cercles 
Ͳ Incuber 5min / RT / chambre humide / obscurité 
Ͳ Rincer les lames 3 fois 5min au PBS 
 Mettre une goutte de milieu de montage (Thermo Scientific, ref 11559306) et placer une 
lamelle 
 Faire sécher 4h / TA / obscurité 
 Conserver les lames à plat à 4°C / obscurité 
 
 
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dĂďůĞĂƵϱ͘>ŝƐƚĞĚĞƐĂŶƚŝĐŽƌƉƐƵƚŝůŝƐĠƐƉŽƵƌůĂĚĠƚĞĐƚŝŽŶĚĞƐƉƌŽƚĠŝŶĞƐƉĂƌŝŵŵƵŶŽĨůƵŽƌĞƐĐĞŶĐĞ

 
Les anticorps disponibles pour l’immunofluorescence sur tissu de souris sont peu nombreux 
et viennent très souvent de lapin. Il a donc été nécessaire de coupler nous-même un anticorps 
pour permettre le co-marquage. Ainsi l’anticorps anti-CLR a été couplé à la Cyanin5 (émettant 
dans le rouge lointain) grâce au kit Abcam (cf. Tableau 5) selon les instructions du fournisseur. 
 
ϰ͘ KďƐĞƌǀĂƚŝŽŶƐŵŝĐƌŽƐĐŽƉŝƋƵĞƐ
Les photos de coloration HES ont été obtenues à l’aide du microscope optique Leica 
DM2000 piloté par le logiciel d’acquisition d’image LAS. 
Les photos d’immunofluorescence ont été obtenues à l’aide du microscope confocal inversé 
Nikon Eclipse Ti-E piloté par le logiciel d’acquisition d’image NIS-Element. 
 
s//͘ ŶĂůǇƐĞƐƐƚĂƚŝƐƚŝƋƵĞƐ
Les résultats de ce travail de thèse sont exprimés en moyenne ± écart-type ou en médiane 
(précisé en légende de chaque graphique). 
La représentation graphique et les analyses statistiques ont été réalisées à l’aide du logiciel 
GraphPad Prism (version 6.01). 
Le MultiTest T paramétrique a été utilisé pour comparer les 4 groupes à chaque point de 
cinétique. 
Le test d’analyse de la variance (ANOVA) à 2 facteurs avec comparaisons multiples a été 
utilisé pour comparer simultanément des résultats de plusieurs variables (contrôle/diabète, et 
4wk/8wk ou plusieurs points de cinétiques) 
Les différences à la moyenne sont considérées comme significatives quand p<0,05, et seront 
notées sur les graphiques avec ns si non significatif, * si p<0,05, ** si p<0,01, et *** si p<0,001. 
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/͘ DŝƐĞ ĞŶ ƉůĂĐĞ ĚĞƐ ŵŽĚğůĞƐ ĚĞ ƐŽƵƌŝƐ ĚŝĂďĠƚŝƋƵĞ
ŶĞƵƌŽƉĂƚŚŝƋƵĞ͕ Ě͛ƵůĐğƌĞ ĚĞ ƉƌĞƐƐŝŽŶ͕ Ğƚ Ě͛ƵŶ ŽƵƚŝů
Ě͛ĠǀĂůƵĂƚŝŽŶĚĞůĂĐŝĐĂƚƌŝƐĂƚŝŽŶ
 
ϭ͘ sĂůŝĚĂƚŝŽŶ ĚƵŵŽĚğůĞ ĚĞ ƐŽƵƌŝƐ ĚŝĂďĠƚŝƋƵĞ ĂǀĞĐ ĚĞƵǆ ĚĞŐƌĠƐ
Ě͛ĂƚƚĞŝŶƚĞŶĞƵƌŽƉĂƚŚŝƋƵĞ
Afin d’étudier l’impact de la neuropathie diabétique et de sa sévérité sur la fragilité de la 
peau avant lésion et la cicatrisation après induction d’un ulcère de pression, nous avons induit 
un diabète de Type 1 chez des souris et évalué les durées de diabète nécessaires à l’obtention 
d’une atteinte neuropathique des petites fibres nerveuses sans et avec atteinte des grosses fibres 
nerveuses. 
 
Matériels et méthodes 
Des souris C57Bl6 ont reçu une injection soit de tampon citrate (groupes contrôles), soit de 
streptozotocine (STZ) (groupes diabétiques). La glycémie, le poids, la durée de réaction au test 
Tail Flick (sensibilité à la chaleur douloureuse), l’IENF (densité de fibres nerveuses intra-
épidermiques) sur la peau du bas du dos, et la MNCV (vitesse de conduction nerveuse du nerf 
sciatique) ont été évalués. Seules les souris ayant une glycémie > 400mg/dl 48h post-injection 
de STZ ont été inclues dans les groupes diabétiques.  
Détails des matériels et méthodes consultables page 69. 
Dans la suite de ce mémoire, les groupes contrôles (C) et diabétiques (D) à 4 (4wk) et 8 
(8wk) semaines après injection sont appelés : C4wk, C8wk, D4wk et D8wk. 
 
Résultats 
Dans les groupes diabétiques, on observe un maintien de l’hyperglycémie après 4 et 8 
semaines et une perte de poids progressive, alors que les souris contrôles gardent une glycémie 
constante et prennent du poids au cours des semaines (Figure 29). 
 

&ŝŐƵƌĞϮϵ͘ǀŽůƵƚŝŽŶĚĞůĂŐůǇĐĠŵŝĞĞƚĚƵƉŽŝĚƐĚĞƐƐŽƵƌŝƐĐŽŶƚƌƀůĞƐĞƚĚŝĂďĠƚŝƋƵĞƐ͘
>ĞũŽƵƌϬĐŽƌƌĞƐƉŽŶĚĂƵŵĂƚŝŶĂǀĂŶƚŝŶũĞĐƚŝŽŶ͘DŽǇĞŶŶĞцĠĐĂƌƚͲƚǇƉĞĚĞŶсϮϬƐŽƵƌŝƐƉĂƌŐƌŽƵƉĞĞƚƉŽŝŶƚĚĞ
ĐŝŶĠƚŝƋƵĞ͘EKsăϮĨĂĐƚĞƵƌƐ͘
 
Les D4wk présentent une diminution de l’IENF (Figure 30 A et B) et une diminution du 
temps de réaction au Tail Flick (hyperalgésie) (Figure 30 C), mais sans modification de la 
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MNCV (Figure 30 D), comparativement aux souris contrôles, démontrant une atteinte des 
petites fibres nerveuses uniquement. 
Les D8wk présentent une diminution de l’IENF (Figure 30 A et B), du temps de réponse au 
Tail Flick (Figure 30 C) et de la MNCV (Figure 30 D), comparativement aux souris contrôles. 
Ces résultats illustrent une atteinte des petites et grosses fibres nerveuses. 
 

&ŝŐƵƌĞϯϬ͘ǀĂůƵĂƚŝŽŶĚĞů͛ĂƚƚĞŝŶƚĞŶĞƌǀĞƵƐĞĐŚĞǌůĞƐƐŽƵƌŝƐĚŝĂďĠƚŝƋƵĞƐăϰĞƚϴƐĞŵĂŝŶĞƐ͕ĐŽŵƉĂƌĂƚŝǀĞŵĞŶƚ
ĂƵǆƐŽƵƌŝƐĐŽŶƚƌƀůĞƐĚƵŵġŵĞąŐĞ͘
ͬ/ŵŵƵŶŽŵĂƌƋƵĂŐĞƌĞƉƌĠƐĞŶƚĂƚŝĨĚĞƐĨŝďƌĞƐŶĞƌǀĞƵƐĞƐĐƵƚĂŶĠĞƐƉĂƌƵŶĂŶƚŝĐŽƌƉƐĂŶƚŝͲW'Wϵ͘ϱƌĠĂůŝƐĠƐƵƌůĂ
ƉĞĂƵĚŽƌƐĂůĞ͘>ĞƐĨůğĐŚĞƐŝŶĚŝƋƵĞŶƚĐĞůůĞƐƚƌĂǀĞƌƐĂŶƚů͛ĠƉŝĚĞƌŵĞĞƚĐŽŵƉƚĂďŝůŝƐĠĞƐƉŽƵƌů͛/E&͘ͬĞŶƐŝƚĠĞŶ
ĨŝďƌĞƐŶĞƌǀĞƵƐĞƐŝŶƚƌĂĠƉŝĚĞƌŵŝƋƵĞƐ;/E&Ϳ͘ŶсϯƐŽƵƌŝƐƉĂƌĐŽŶĚŝƚŝŽŶ͘ͬ>ĂƚĞŶĐĞĚĞƌĠĂĐƚŝŽŶĂƵƚĞƐƚͨdĂŝů
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ĐŽŶĚŝƚŝŽŶ͘WŽƵƌ͕ĞƚͬDŽǇĞŶŶĞцĠĐĂƌƚͲƚǇƉĞ͘EKsăϮĨĂĐƚĞƵƌƐ͘
 
Conclusion 
D’après « The study group of Neurodiab » [Biessels et al. 2014], l’évaluation d’atteinte 
nerveuse chez le rongeur nécessite une mesure comportementale de la fonction nerveuse (ici le 
Tail Flick), une mesure histologique des fibres nerveuses (ici l’IENF), et une mesure 
électrophysiologique (ici sur la MNCV sur nerf sciatique). La neuropathie est définie lorsque 
au moins 2 des 3 paramètres sont statistiquement différents entre groupes contrôle et diabétique. 
Ainsi les D4wk présentent une neuropathie modérée (petites fibres uniquement), et les D8wk 
une neuropathie sévère (petites et grosses fibre nerveuses), comparativement aux groupes 
dƌĂǀĂŝůĚĞƚŚğƐĞ 
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contrôles.  
On observe une disparition partielle des petites fibres nerveuses épidermiques à 4 semaines, 
qui n’évolue pas à 8 semaines malgré une atteinte additionnelle des grosses fibres nerveuses. 
Les souris diabétiques à 4 semaines présentent une hyperalgésie à la chaleur, démontrant 
une hypersensibilité des nocicepteurs thermiques, alors qu’à 8 semaines on observe une 
augmentation de la durée de réaction. Cette latence à 8 semaines peut être liée à une baisse de 
sensibilité des nocicepteurs thermiques cutanés ou à la lenteur de conduction nerveuse. 
 
Ϯ͘ ĠǀĞůŽƉƉĞŵĞŶƚĚ͛ƵŶŵŽĚğůĞĚ͛ŝŶĚƵĐƚŝŽŶĚ͛ƵůĐğƌĞĚĞƉƌĞƐƐŝŽŶ
ĐŚĞǌůĂƐŽƵƌŝƐ
Afin d’étudier l’impact de la neuropathie diabétique et de sa sévérité sur la cicatrisation des 
ulcères de pression, ces lésions ont dû être induites, avec une atteinte de l’épiderme, du derme, 
du tissu adipeux et du muscle cutané. 
 
Matériels et méthodes 
Nous nous sommes inspirés d’une méthode non invasive, peu onéreuse et facile à mettre en 
place au laboratoire publiée par Stadler et collaborateurs sur souris non pathologique [Stadler 
et al. 2004], utilisant des aimants pour compresser un pli de peau du dos. Différentes variables 
ont été testées sur souris contrôles et diabétiques (n  3 par condition), notamment : 
 La durée de compression (2, 3, 4 ou 6 h), 
 Le temps de reperfusion en cas de cycle de compression (15min, 30min, 1h ou 24h), 
 La souche de souris (C57Bl/6JRj ou Swiss), 
 L’anesthésie (gaz isoflurane) ou non (en vigile) de la souris lors de la pose d’aimants, 
 L’ajout d’une friction à l’aide d’un coton-tige, avec/sans ajout d’un film adhésif (retiré 
quelques jours après la dernière compression). 
 
Résultats 
En l’absence de friction, la lésion cutanée maximale obtenue (Figure 31) chez souris 
(C57Bl/6JRj ou Swiss) contrôles et diabétiques (avec les mêmes conditions de pression) est 
caractérisée par une atteinte en profondeur avec dégradation du muscle et infiltration de cellules 
immunitaires, et un épaississement du derme et de l’épiderme. Cependant, seules les souris 
contrôles présentent en plus une détérioration de la matrice extracellulaire et de l’épiderme, 
visibles macroscopiquement. 
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
&ŝŐƵƌĞϯϭ͘WŚŽƚŽƐŵĂĐƌŽƐĐŽƉŝƋƵĞƐĚĞƐůĠƐŝŽŶƐŵĂǆŝŵĂůĞƐŽďƚĞŶƵĞƐă:ϱĐŚĞǌƐŽƵƌŝƐĐŽŶƚƌƀůĞƐĞƚĚŝĂďĠƚŝƋƵĞƐ
ĂƉƌğƐŝŶĚƵĐƚŝŽŶƉĂƌĐŽŵƉƌĞƐƐŝŽŶƐĞƵůĞ͕ĞƚƉŚŽƚŽƐĚĞƐĐŽƵƉĞƐŚŝƐƚŽůŽŐŝƋƵĞƐĐŽůŽƌĠĞƐăů͛,^͕
>ĞƐƉĂƌĂŵğƚƌĞƐĚ͛ŝŶĚƵĐƚŝŽŶĠƚĂŝĞŶƚŝĐŝůĞƐŵġŵĞƐƉŽƵƌůĞƐĚĞƵǆŐƌŽƵƉĞƐĚĞƐŽƵƌŝƐ;ƐŽƵĐŚĞϱϳůͬϲ:Zũ͕ϭĐǇĐůĞ
ĚĞϲŚĚĞĐŽŵƉƌĞƐƐŝŽŶĂǀĞĐƉŽƐĞĚĞƐĂŝŵĂŶƚƐƐŽƵƐŝƐŽĨůƵƌĂŶĞͿ͘>ĞƌŽŶĚŶŽŝƌŝŶĚŝƋƵĞů͛ĂƚƚĞŝŶƚĞĚĞů͛ĠƉŝĚĞƌŵĞ͖
ů͛ĠƚŽŝůĞ͕ůĂĚĠŐƌĂĚĂƚŝŽŶĚĞůĂŵĂƚƌŝĐĞĞǆƚƌĂĐĞůůƵůĂŝƌĞ͖ůĞƚƌŝĂŶŐůĞ͕ů͛ŝŶĨŝůƚƌĂƚŝŽŶůĞƵĐŽĐǇƚĂŝƌĞĞŶƉƌŽĨŽŶĚĞƵƌ͖ůĂ
ĨůğĐŚĞ͕ůĞŵƵƐĐůĞĐƵƚĂŶĠĞŶĚŽŵŵĂŐĠ͘
 
L’effet de l’ajout d’une friction après la période de compression a également été évalué. 
Cependant, afin d’éviter l’interférence du léchage de la peau par les souris (qui crée une légère 
friction), un film adhésif transparent (Film Optiskin des Laboratoires Urgo) a été posé ou non 
sur la zone compressée. La friction a été réalisée sur la zone compressée de droite. 
On observe que chez la souris contrôle, la zone protégée par le film, malgré la compression, 
ne développe pas de lésion visible en surface (Figure 32 zone b). Sans le film ou bien avec film 
+ friction (Figure 32 zones a et c), une lésion visible en surface se développe. Chez la souris 
diabétique, la compression seule (avec ou sans film), ne permet le développement que d’une 
rougeur sans nécrose de l’épiderme (Figure 32 zone d et f). Lorsque la zone compressée est 
frictionnée, qu’il y ait film ou non (Figure 32 zones e et g), une lésion avec nécrose apparaît en 
surface. 
Chez souris contrôles et diabétiques, la zone compressée et frictionnée avec film était très 
humide au retrait du film, démontrant une altération de la barrière épidermique. 
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
&ŝŐƵƌĞϯϮ͘WŚŽƚŽƐŵĂĐƌŽƐĐŽƉŝƋƵĞƐĚĞů͛ĠǀŽůƵƚŝŽŶĚĞƐůĠƐŝŽŶƐĚĞƉƌĞƐƐŝŽŶĂǀĞĐͬƐĂŶƐĨŝůŵ͕ĂǀĞĐͬƐĂŶƐĨƌŝĐƚŝŽŶĐŚĞǌ
ƐŽƵƌŝƐĐŽŶƚƌƀůĞƐĞƚĚŝĂďĠƚŝƋƵĞƐ͘
>ĞƐǌŽŶĞƐĚĞůĠƐŝŽŶŶŽƚĠĞƐĚĞĂăŐƐŽŶƚƌĠĨĠƌĞŶĐĠĞƐĚĂŶƐůĞƚĞǆƚĞ͘
 
Suite à ces observations, le protocole a été optimisé en retirant le film à J3, soit 24h après la 
dernière compression. La force de la friction a également été mesurée, et estimée entre 30 et 
50g. Le protocole a été réalisé, par 5 autres expérimentateurs, sur un total de plus de 50 souris 
par groupe diabétique ou contrôle, et a montré robustesse et reproductibilité, avec atteinte de 
l’épiderme jusqu’au muscle cutané chez les deux groupes de souris (Figure 33). 
 

&ŝŐƵƌĞϯϯ͘WŚŽƚŽƐŵĂĐƌŽƐĐŽƉŝƋƵĞƐĚĞƐůĠƐŝŽŶƐŽďƚĞŶƵĞƐă:ϱĐŚĞǌƐŽƵƌŝƐĐŽŶƚƌƀůĞƐĞƚĚŝĂďĠƚŝƋƵĞƐĂǀĞĐůĞ
ŵŽĚğůĞĚ͛ŝŶĚƵĐƚŝŽŶĚ͛ƵůĐğƌĞĚĞƉƌĞƐƐŝŽŶďƌĞǀĞƚĠ͕ƉŚŽƚŽĚĞƐĐŽƵƉĞƐŚŝƐƚŽůŽŐŝƋƵĞƐĐŽůŽƌĠĞƐăů͛,^͘
>ĞƐůĠƐŝŽŶƐĐƵƚĂŶĠĞƐŽŶƚĠƚĠŝŶĚƵŝƚĞƐƉĂƌƉƌĞƐƐŝŽŶнĨƌŝĐƚŝŽŶнĨŝůŵĂĚŚĠƐŝĨ͕ƐĞůŽŶůĞƉƌŽƚŽĐŽůĞďƌĞǀĞƚĠ͘>ĞƌŽŶĚ
ŶŽŝƌŝŶĚŝƋƵĞů͛ĂƚƚĞŝŶƚĞĚĞů͛ĠƉŝĚĞƌŵĞ͖ů͛ĠƚŽŝůĞ͕ůĂĚĠŐƌĂĚĂƚŝŽŶĚĞůĂŵĂƚƌŝĐĞĞǆƚƌĂĐĞůůƵůĂŝƌĞ͖ůĞƚƌŝĂŶŐůĞ͕
ů͛ŝŶĨŝůƚƌĂƚŝŽŶůĞƵĐŽĐǇƚĂŝƌĞĞŶƉƌŽĨŽŶĚĞƵƌ͖ůĂĨůğĐŚĞ͕ůĞŵƵƐĐůĞĐƵƚĂŶĠĞŶĚŽŵŵĂŐĠ͘
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Conclusion 
Le protocole combinant la pression, la friction et le film adhésif a permis l’induction d’un 
ulcère de pression grade 3-4 (perte d’épiderme/derme/tissu adipeux et dégradation du muscle 
cutané [Edsberg et al. 2016]) chez souris contrôles et diabétiques. 
Comparativement aux modèles existants d’induction d’ulcère de pression chez la souris, ce 
modèle reproduit davantage les facteurs physiques à l’origine de la lésion de pression du pied 
diabétique. C’est pourquoi, il fait l’objet d’un brevet intitulé « Modèle pour l'évaluation de 
traitements pour la cicatrisation des ulcères de pression”, déposé le 12 juin 2018 à l’INPI, 
suivi d’une demande d’extension internationale déposée le 11 juin 2019. La copie de cette 
dernière demande est consultable en Annexe 3 page 214. 
Les résultats de l’étude de la cicatrisation de l’ulcère de pression présentés dans ce mémoire 
ont été réalisés avec le modèle breveté. 
 
ϯ͘ ĠǀĞůŽƉƉĞŵĞŶƚ Ě͛ƵŶ ŽƵƚŝů Ě͛ĂŝĚĞ ă ů͛ĠǀĂůƵĂƚŝŽŶ ǀŝƐƵĞůůĞ ĚĞ ůĂ
ĨĞƌŵĞƚƵƌĞĚ͛ƵŶĞůĠƐŝŽŶĐŚĞǌůĂƐŽƵƌŝƐ
Afin d’étudier l’impact de la neuropathie diabétique et de sa sévérité sur le processus de 
cicatrisation, il est important de pouvoir déterminer le jour de « fermeture » de la lésion. 
Cependant, il n’existe pas de consensus sur la méthode permettant d’évaluer la fermeture d’une 
lésion pour les études expérimentales chez l’animal. Selon les publications, la cicatrisation peut 
être évaluée macroscopiquement (surface de lésion) ou histologiquement (espacement entre les 
bords du néoépiderme), cette fermeture ne correspondant en aucun cas à la fin réelle de la 
cicatrisation, car le remodelage peut durer plusieurs mois. 
Pendant ma thèse, afin de limiter le nombre d’animaux sacrifiés, dans un premier temps, le 
choix a été fait d’évaluer macroscopiquement la lésion. Cependant, après le décollement de la 
nécrose, il est très difficile d’évaluer exactement le jour de fermeture (Jf) (lorsque la lésion 
semble « guérie »), notamment car il reste très souvent une petite surface cicatricielle qui 
diminue peu/pas mais dont la couleur et l’aspérité de surface peuvent être différentes entres les 
animaux. 
De plus, l’évaluation peut être sujette à variation et subjectivité selon le type de lésion et 
l’aspect de la peau avec le diabète, mais surtout avec le degré d’expertise en évaluation de la 
cicatrisation cutanée de l’expérimentateur. Cela peut aboutir, lors d’analyses ultérieures des 
prélèvements à Jf, à des variabilités biologiques davantage liées à des stades cicatriciels 
différents qu’à la pathologie elle-même. J’ai donc proposé une grille d’évaluation visuelle des 
lésions avec paramètres gradués afin d’être plus objectifs et unanimes sur la définition du jour 
de fermeture d’une plaie. Les critères pour estimer une plaie visuellement fermée ont été définis 
à l’aide de volontaires, puis la validité biologique de ces critères a été analysée. 
 
Matériels et méthodes 
La grille proposée, appelée « CRoMT » (cf. Matériels et Méthodes Figure 25 page 80) 
comprend les paramètres suivant : 
 C pour Couleur de la lésion (color) graduée de 0 à 3 
 Ro pour Rugosité (roughness) graduée de 0 à 2 
 M pour Moiteur (moistness) graduée de 0 à 2 
 T pour Total, qui correspond à la somme des grades des autres paramètres (C + R + Mo), 
est graduée de 0 à 7. 
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 L’ensemble donne le score CRoMT de la lésion (ex : 3125 pour C=3, Ro=1, M=2 et 
T=5). 
 
L’objectivité de l’évaluation visuelle d’une lésion à l’aide de la grille ainsi que les critères 
visuels d’une lésion « fermée » ont été définis à l’aide des réponses du Panel A, comprenant 
des experts et non-experts en évaluation de la cicatrisation, obtenues sur une série de 30 photos 
de lésions de souris (Étude A). Le sous-groupe d’experts a également dû répondre à la question 
« la lésion est-elle fermée selon vous ? Oui / Non » pour chaque photo. 
La validité biologique de ces critères a été estimée à l’aide de 20 nouvelles lésions de souris 
(Étude B), graduées visuellement par le panel B (experts et non-experts différents du Panel A), 
et évaluées histologiquement (réépidermisation et marqueurs de différenciation épidermique) 
par un laboratoire indépendant (Novotec). 
Détails des matériels et méthodes consultables page 80. 
 
Résultats 
KďũĞĐƚŝǀŝƚĠĚĞů͛ĠǀĂůƵĂƚŝŽŶĚĞůĂůĠƐŝŽŶĂǀĞĐůĂŐƌŝůůĞ;WĂŶĞůĞƚƚƵĚĞͿ
L’analyse statistique ANOVA à 2 facteurs n’a pas montré de différence de réponse entre les 
sous-groupes experts et non-experts pour les différents paramètres de la grille (Couleur 
p=0.6027, Rugosité p = 0.4145, Moiteur p = 0.2342, et Total p = 0.8976). Ceci démontre que 
le degré d’expertise en évaluation de la cicatrisation cutanée n’influence pas le score donné à 
une lésion à l’aide de la grille. 
 
ĠĨŝŶŝƚŝŽŶĚĞƐĐƌŝƚğƌĞƐǀŝƐƵĞůƐĚ͛ƵŶĞůĠƐŝŽŶĨĞƌŵĠĞ;WĂŶĞůĞƚƚƵĚĞͿ
Les scores médians du Panel A (experts et non experts confondus) pour les 30 photos de 
l’Étude A et le pourcentage d’experts estimant la lésion fermée sont présentés dans le Tableau 
6. Lorsqu’au moins 80% des experts ont répondu « Oui » à la question (zone grisée foncée dans 
le tableau), les scores pour les paramètres étaient de 0 à 1 pour la Couleur, la Rugosité et le 
Total, et de 0 pour la Moiteur. 
 
Pour les photos ayant reçu les scores ci-dessus pour les paramètres C, R et Mo mais avec un 
Total de 2 (zone grisée claire dans le tableau), le nombre d’experts estimant la lésion fermée 
chute (entre 11 et 61%). Nous avons donc défini que les critères d’évaluation visuelle d’une 
lésion fermée chez la souris devait respecter la combinaison suivante : 
 
C = 0,1 ; Ro = 0,1 ; M = 0 ; T = 0,1. 
 
 
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dĂďůĞĂƵϲ͘^ĐŽƌĞƐŵĠĚŝĂŶƐĚŽŶŶĠƐƉĂƌůĞWĂŶĞůĂƵǆƉŚŽƚŽƐĚĞůĠƐŝŽŶĚĞů͛ƚƵĚĞ͕ĞƚƉŽƵƌĐĞŶƚĂŐĞĚ͛ĞǆƉĞƌƚƐ
ĞƐƚŝŵĂŶƚůĂůĠƐŝŽŶĨĞƌŵĠĞ͘
>ĞƐƐĐŽƌĞƐĂƵǆƉĂƌĂŵğƚƌĞƐ͕Z͕DĞƚdƐŽŶƚůĞƐŵĠĚŝĂŶĞƐĚĞƐƌĠƉŽŶƐĞƐĐŽŶĨŽŶĚƵĞƐĚĞƐĞǆƉĞƌƚƐĞƚŶŽŶĞǆƉĞƌƚƐ
ĚƵWĂŶĞů͘>ĞƉŽƵƌĐĞŶƚĂŐĞĐŽƌƌĞƐƉŽŶĚĂƵŶŽŵďƌĞĚ͛ĞǆƉĞƌƚĞƐƚŝŵĂŶƚůĂůĠƐŝŽŶƉƌĠƐĞŶƚĠĞƐƵƌůĂƉŚŽƚŽ
ĐŽƌƌĞƐƉŽŶĚĂŶƚĞĐŽŵŵĞĨĞƌŵĠĞ͘

 
^ĞŶƐŝďŝůŝƚĠ Ğƚ ƐƉĠĐŝĨŝĐŝƚĠ ĚĞƐ ĐƌŝƚğƌĞƐ ǀŝƐƵĞůƐ ĚĠĨŝŶŝƐ ƉŽƵƌ ů͛ŝĚĞŶƚŝĨŝĐĂƚŝŽŶ ĚĞƐ ůĠƐŝŽŶƐ
ƌĠĠƉŝƚŚĠůŝĂůŝƐĠĞƐ;WĂŶĞůĞƚƚƵĚĞͿ
Après avoir défini les critères permettant d’estimer visuellement et objectivement, en accord 
avec les experts, l’état fermé ou non d’une lésion, nous en avons en déterminé la signification 
biologique. 
Les photos des lésions de l’Étude B, les scores CRoMT médians correspondants donnés par 
le Panel B, et l’évaluation histologique de la réépithélialisation sont présentés en Figure 34. 
 

&ŝŐƵƌĞϯϰ͘WŚŽƚŽƐĚĞƐϮϬůĠƐŝŽŶƐĚĞů͛ƚƵĚĞ͕ƐĐŽƌĞƐZŽDdŵĠĚŝĂŶƐĚŽŶŶĠƐƉĂƌůĞWĂŶĞůĞƚĠǀĂůƵĂƚŝŽŶ
ŚŝƐƚŽůŽŐŝƋƵĞĚĞůĂƌĠĠƉŝƚŚĠůŝĂůŝƐĂƚŝŽŶƉĂƌƵŶůĂďŽƌĂƚŽŝƌĞŝŶĚĠƉĞŶĚĂŶƚ͘
>͛ĠǀĂůƵĂƚŝŽŶĚĞůĂƌĠĠƉŝƚŚĠůŝĂůŝƐĂƚŝŽŶǀĂĚĞϬ;ƚŽƵƚďůĂŶĐͿĐŽƌƌĞƐƉŽŶĚĂŶƚăƵŶĞĂďƐĞŶĐĞĚĞŶĠŽĠƉŝĚĞƌŵĞ͕ϭƉŽƵƌ
ƵŶĞƌĠĠƉŝƚŚĠůŝĂůŝƐĂƚŝŽŶƉĂƌƚŝĞůůĞ͕ϮƉŽƵƌƵŶĞƌĠĠƉŝƚŚĠůŝĂůŝƐĂƚŝŽŶƚŽƚĂůĞĂǀĞĐŶĠŽĠƉŝĚĞƌŵĞĠƉĂŝƐŵĂŝƐŶŽŶ
ŽƌŐĂŶŝƐĠ͕ϯƉŽƵƌƵŶĞƌĠĠƉŝƚŚĠůŝĂůŝƐĂƚŝŽŶƚŽƚĂůĞĂǀĞĐŶĠŽĠƉŝĚĞƌŵĞĠƉĂŝƐĞƚŽƌŐĂŶŝƐĠ͕Ğƚϰ;ƚŽƵƚƌŽƐĞͿƉŽƵƌƵŶ
ĠƉŝĚĞƌŵĞŶŽƌŵĂů͘
WŝĐƚƵƌĞ
ŶΣ
ŽůŽƌ
ƐĐŽƌĞ
ZŽƵŐŚŶĞƐƐ
ƐĐŽƌĞ
DŽŝƐƚŶĞƐƐ
ƐĐŽƌĞ
dŽƚĂů
ƐĐŽƌĞ
йŽĨ
͞zĞƐ͟
ϯ ϯ Ϯ Ϯ ϳ Ϭй
ϴ ϯ Ϯ Ϯ ϳ Ϭй
ϭϮ Ϯ Ϯ Ϯ ϲ Ϭй
ϭϳ ϯ Ϯ Ϯ ϳ Ϭй
ϭ ϯ Ϯ ϭ ϲ Ϭй
ϭϰ ϯ Ϯ ϭ ϲ Ϭй
ϱ ϯ Ϯ Ϭ ϱ Ϭй
ϲ Ϯ Ϯ ϭ ϱ Ϭй
ϳ ϯ Ϯ ϭ ϲ Ϭй
ϭϲ ϯ Ϯ Ϭ ϱ Ϭй
ϭϵ ϯ Ϯ Ϭ ϱ Ϭй
Ϯϴ ϯ Ϯ ϭ ϲ Ϭй
Ϯϯ ϯ Ϯ Ϭ ϱ Ϭй
ϭϬ ϯ Ϯ Ϭ ϱ ϲй
Ϯϱ ϯ ϭ Ϭ ϰ ϭϭй
Ϯϰ ϭ ϭ Ϭ Ϯ ϭϭй
ϭϱ ϭ ϭ Ϭ Ϯ ϯϵй
Ϯϭ ϭ ϭ Ϭ Ϯ ϱϲй
ϮϬ ϭ Ϭ ϭ Ϯ ϲϭй
Ϯ Ϭ Ϭ Ϭ Ϭ ϴϯй
ϯϬ Ϭ ϭ Ϭ ϭ ϴϵй
ϭϴ Ϭ Ϭ Ϭ Ϭ ϴϵй
ϮϮ Ϭ Ϭ Ϭ Ϭ ϵϰй
ϭϯ ϭ Ϭ Ϭ ϭ ϭϬϬй
Ϯϳ ϭ Ϭ Ϭ ϭ ϭϬϬй
ϰ Ϭ Ϭ Ϭ Ϭ ϭϬϬй
ϵ Ϭ Ϭ Ϭ Ϭ ϭϬϬй
ϭϭ Ϭ Ϭ Ϭ Ϭ ϭϬϬй
Ϯϲ Ϭ Ϭ Ϭ Ϭ ϭϬϬй
Ϯϵ Ϭ Ϭ Ϭ Ϭ ϭϬϬй
dƌĂǀĂŝůĚĞƚŚğƐĞ 
ϭϬϳ
 

Ces résultats ont permis d’estimer la sensibilité et la spécificité des critères visuels d’une 
lésion fermée à déterminer l’état de réépithélialisation (Tableau 7). Les paramètres C, Ro, M et 
T pris indépendamment permettent une détection de 100 % des lésions dont le néoépiderme 
recouvre la lésion et est organisé, mais avec une spécificité qui n’est pas totale. Seule la 
combinaison des paramètres et de leurs critères respectifs (C = 0,1 ; Ro = 0,1 ; M = 0 ; T = 0,1) 
permet une spécificité de 100% pour l’évaluation des lésions avec néoépiderme fermé et 
organisé. 
 
dĂďůĞĂƵϳ͘^ƉĠĐŝĨŝĐŝƚĠĞƚƐĞŶƐŝďŝůŝƚĠĚĞĚĠƚĞĐƚŝŽŶĚ͛ƵŶŶĠŽĠƉŝĚĞƌŵĞĨĞƌŵĠĞƚŽƌŐĂŶŝƐĠƉĂƌůĞƐĐƌŝƚğƌĞƐZŽDd
ĚĠĨŝŶŝĚ͛ƵŶĞůĠƐŝŽŶǀŝƐƵĞůůĞŵĞŶƚĨĞƌŵĠĞ͘
>ĞƐŶŽŵďƌĞƐĚĂŶƐůĞƐĐĞůůƵůĞƐĚƵƚĂďůĞĂƵĐŽƌƌĞƐƉŽŶĚĂŶƚăůĂƐŽŵŵĞĚĞƐƉŚŽƚŽƐĚĞů͛ƚƵĚĞƌĞƐƉĞĐƚĂŶƚůĞƐ
ĐƌŝƚğƌĞƐŝŶĚŝƋƵĠƐ͘

 
ŽƌƌĠůĂƚŝŽŶĞŶƚƌĞůĞƐĐƌŝƚğƌĞƐǀŝƐƵĞůƐĚĠĨŝŶŝƐĞƚů͛ĠƚĂƚĚĞĚŝĨĨĠƌĞŶĐŝĂƚŝŽŶĚƵŶĠŽĠƉŝĚĞƌŵĞ
Pour aller plus loin dans l’évaluation de l’état de réépithélialisation, des immunomarquages 
de protéines de différentiation épidermique ont été réalisées sur plusieurs lésions de l’Étude B 
(Figure 35). 
 

&ŝŐƵƌĞϯϱ͘^ĐŽƌĞƐZŽDdĚĞůĠƐŝŽŶƐƐƵƌƐŽƵƌŝƐĚĞů͛ƚƵĚĞ͕ĐŽƵƉĞƐŚŝƐƚŽůŽŐŝƋƵĞƐĐŽƌƌĞƐƉŽŶĚĂŶƚĞƐĐŽůŽƌĠĞƐă
ů͛,^ĞƚŝŵŵƵŶŽŵĂƌƋƵĂŐĞƐĚĞƉƌŽƚĠŝŶĞƐĚĞĚŝĨĨĠƌĞŶĐŝĂƚŝŽŶĠƉŝĚĞƌŵŝƋƵĞ͘
>ĞƐƐĐŽƌĞƐZŽDdŝŶĚŝƋƵĠƐƐŽŶƚůĞƐƐĐŽƌĞƐŵĠĚŝĂŶƐĚŽŶŶĠƐƉĂƌůĞWĂŶĞů͘>ĂĨŝůĂŐŐƌŝŶĞ͕ůĂŬĠƌĂƚŝŶĞϭϬĞƚůĂ
ŬĠƌĂƚŝŶĞϭϰƐŽŶƚƌĞƉƌĠƐĞŶƚĠĞƐĞŶZŽƵŐĞ͕ů͛ŝŶǀŽůƵĐƌŝŶĞĞƐƚĞŶǀĞƌƚ͘>ĞƐŶŽǇĂƵǆĐĞůůƵůĂŝƌĞƐŽŶƚĠƚĠĐŽůŽƌĠƐĞŶ
ďůĞƵ͘>ĂďĂƌƌĞĚ͛ĠĐŚĞůůĞĨĂŝƚϱϬϬђŵ͘
 
Nous constatons que pour la lésion de gauche (score CRoMT 2215) (Figure 35), le 
néoépiderme, bien qu’il soit fermé, n’exprime pas la filaggrine, l’involucrine et la kératine 10 
WĂƌĂŵĞƚĞƌƐ ƌŝƚĞƌŝĂ
WĂƌƚŝĂůŽƌƚŽƚĂů
ƌĞĞƉŝĚĞƌŵŝǌĂƚŝŽŶďƵƚ
ǁŝƚŚƵŶŽƌŐĂŶŝǌĞĚ
ĞƉŝĚĞƌŵŝƐ
dŽƚĂůƌĞĞƉŝĚĞƌŵŝǌĂƚŝŽŶ
ǁŝƚŚŽƌŐĂŶŝǌĞĚ
ĞƉŝĚĞƌŵŝƐ
^ƉĞĐŝĨŝĐŝƚǇ ^ĞŶƐŝďŝůŝƚǇ
ŽůŽƌ ŽƌƌĞƐƉŽŶĚŝŶŐƚŽĚĞĨŝŶĞĚĐƌŝƚĞƌŝĂ;сϬ͖ϭͿ ϰ ϭϬ сϲͬϭϬсϲϬй
сϭϬͬϭϬ
сϭϬϬйEŽƚĐŽƌƌĞƐƉŽŶĚŝŶŐƚŽĚĞĨŝŶĞĚĐƌŝƚĞƌŝĂ;сϮ͖ϯͿ ϲ Ϭ
ZŽƵŐŚŶĞƐƐ ŽƌƌĞƐƉŽŶĚŝŶŐƚŽĚĞĨŝŶĞĚĐƌŝƚĞƌŝĂ;ZŽсϬ͖ϭͿ ϱ ϭϬ сϱͬϭϬсϱϬй
сϭϬͬϭϬ
сϭϬϬйEŽƚĐŽƌƌĞƐƉŽŶĚŝŶŐƚŽĚĞĨŝŶĞĚĐƌŝƚĞƌŝĂ;ZŽсϮ͖ϯͿ ϱ Ϭ
DŽŝƐƚŶĞƐƐ ŽƌƌĞƐƉŽŶĚŝŶŐƚŽĚĞĨŝŶĞĚĐƌŝƚĞƌŝĂ;DсϬͿ ϲ ϭϬ сϰͬϭϬсϰϬй
сϭϬͬϭϬ
сϭϬϬйEŽƚĐŽƌƌĞƐƉŽŶĚŝŶŐƚŽĚĞĨŝŶĞĚĐƌŝƚĞƌŝĂ;Dсϭ͖ϮͿ ϰ Ϭ
dŽƚĂůƐĐŽƌĞ ŽƌƌĞƐƉŽŶĚŝŶŐƚŽĚĞĨŝŶĞĚĐƌŝƚĞƌŝĂ;dсϬ͖ϭͿ ϭ ϭϬ сϵͬϭϬсϵϬй
сϭϬͬϭϬ
сϭϬϬйEŽƚĐŽƌƌĞƐƉŽŶĚŝŶŐƚŽĚĞĨŝŶĞĚĐƌŝƚĞƌŝĂ;dсϮƚŽϳͿ ϵ Ϭ
ZŽDdƐĐŽƌĞ
ŽƌƌĞƐƉŽŶĚŝŶŐƚŽĚĞĨŝŶĞĚĐƌŝƚĞƌŝĂ͗
сϬ͖ϭĂŶĚZŽсϬ͖ϭĂŶĚDсϬĂŶĚdсϬ͖ϭ Ϭ ϭϬ сϭϬͬϭϬсϭϬϬй
сϭϬͬϭϬ
сϭϬϬйEŽƚĐŽƌƌĞƐƉŽŶĚŝŶŐƚŽĚĞĨŝŶĞĚĐƌŝƚĞƌŝĂ ϭϬ Ϭ
dƌĂǀĂŝůĚĞƚŚğƐĞ 
ϭϬϴ
 
au milieu de la lésion ; et la kératine 14 est présente dans toutes les couches épidermiques. 
Dans les deux lésions avec le score 1102, la kératine 10 et l’involucrine sont bien présentes 
dans les couches supérieures du néoépiderme ; la filaggrine est présente mais avec un marquage 
diffus au centre de la lésion ; et la kératine 14 est restreinte à la couche basale sur les bords 
externes du néoépiderme mais présente dans toutes les couches au centre de la lésion. 
Dans les deux lésions de droite considérées comme fermées (0101 et 1001) d’après les 
critères CRoMT définis, l’involucrine et la kératine 10 présentent les mêmes localisations que 
pour la lésion avec le score 1102, mais la filaggrine n’est pas diffuse et est retreinte aux couches 
supérieures, et la kératine 14 est restreinte à la couche basale tout le long du néoépiderme. 
Ainsi les critères CRoMT définis pour déterminer une lésion visuellement fermée seraient 
corrélés à un néoépiderme organisé et différencié dont la phase d’hyperprolifération 
kératinocytaire est terminée.  
 
Conclusion 
La grille paramétrée développée pendant ce travail de thèse permet une caractérisation 
visuelle objective d’une lésion chez la souris. La valeur des paramètres correspondant à une 
lésion visuellement fermée selon les experts en cicatrisation cutanée a été définie et ceci permet 
une identification avec 100% de spécificité et de sensibilité des lésions avec néoépiderme 
fermé, organisé et différencié, et semble être corrélée à la fin de la phase d’hyperprolifération 
des kératinocytes pendant la cicatrisation. 
Ces résultats feront l’objet d’un article méthodologique qui pourrait être soumis dans 
le journal Wound Repair and Regeneration. 
 
 
 
La première partie de ce travail de thèse a permis de définir les durées de diabète nécessaires 
à l’obtention de deux degrés de sévérité de neuropathie et de mettre au point le protocole pour 
l’obtention d’ulcères de pression, ce qui nous a permis par la suite d’analyser l’effet de la 
neuropathie sur la peau et sa fragilité à la pression, présenté dans la partie II. La validation de 
la grille CRoMT pour évaluer de manière robuste la durée de fermeture d’une lésion nous a 
quant à elle aidé à estimer l’influence de la sévérité de la neuropathie sur la durée de 
cicatrisation et les facteurs biologiques modifiés jusqu’au jour de fermeture, présentés dans la 
partie III. 
dƌĂǀĂŝůĚĞƚŚğƐĞ 
ϭϬϵ
 
//͘ ĨĨĞƚĚĞůĂƐĠǀĠƌŝƚĠĚĞůĂŶĞƵƌŽƉĂƚŚŝĞĚŝĂďĠƚŝƋƵĞƐƵƌ
ůĂĨƌĂŐŝůŝƚĠĐƵƚĂŶĠĞăůĂƉƌĞƐƐŝŽŶ
 
La neuropathie périphérique associée au diabète prédispose au développement d’un ulcère 
du pied. Les causes évoquées sont la déformation du pied augmentant les pressions locales, la 
perte de sensation favorisant les situations à risque (caillou, friction), et une sécheresse cutanée. 
Cependant, la neuropathie est souvent diagnostiquée à un stade avancé (atteinte des petites et 
grosses fibres nerveuses), et il n’est pas connu si une neuropathie modérée (atteinte des petites 
fibres nerveuses uniquement) peut déjà favoriser une fragilité cutanée. Nous avons donc 
caractérisé la peau diabétique aux deux degrés de neuropathie, puis induit une lésion de pression 
pour observer sa gravité. 
 
Matériels et méthodes 
La structure (par histologie), l’hydratation superficielle (par cornéométrie), la lâcheté et 
l’élasticité (par cutométrie) de la peau non lésée du dos des souris contrôles et diabétiques ont 
été évaluées à 4 et 8 semaines. 
Ensuite, des ulcères de pression ont été induits par la méthode brevetée sur souris contrôles 
et diabétiques à 4 et 8 semaines, et la surface cutanée lésée a été mesurée macroscopiquement. 
Détails des matériels et méthodes consultables pages 74 et 76. 
 
Résultats 
&ŝŶĞƐƐĞĠƉŝĚĞƌŵŝƋƵĞĚğƐϰǁŬĚĞĚŝĂďğƚĞĞƚĚĞƌŵĞĂŵŝŶĐŝƚăϴǁŬ
On observe que l’épaisseur de la peau totale diminue chez les D4wk et s’aggrave chez les 
D8wk (Figure 36 A et B), alors que l’épaisseur de la peau des souris contrôles reste constante, 
bien que le tissu adipeux semble plus épais chez les C8wk que chez les C4wk. 
Cet amincissement de l’épaisseur de la peau totale chez les D4wk ne semble pas lié à une 
diminution de l’épaisseur du derme, mais plutôt à la quasi-disparition du tissu adipeux (Figure 
36 A et C). Après 8 semaines, l’épaisseur du derme est diminuée à la fois chez les souris 
contrôles et diabétiques, mais avec une plus forte baisse chez les D8wk.  
L’épaisseur de l’épiderme quant à elle est diminuée avec le diabète à 4 et 8 semaines 
comparativement aux souris contrôles aux mêmes âges respectifs. On constate également une 
baisse de l’épaisseur de l’épiderme chez les contrôles entre 4 et 8 semaines. 

dƌĂǀĂŝůĚĞƚŚğƐĞ 
ϭϭϬ
 

&ŝŐƵƌĞϯϲ͘ĂƌĂĐƚĠƌŝƐĂƚŝŽŶŚŝƐƚŽůŽŐŝƋƵĞĚĞůĂƉĞĂƵĚĞƐƐŽƵƌŝƐĐŽŶƚƌƀůĞƐĞƚĚŝĂďĠƚŝƋƵĞƐϰǁŬĞƚϴǁŬ͘
ͬWŚŽƚŽƐƌĞƉƌĠƐĞŶƚĂƚŝǀĞĚĞĐŽƵƉĞƐĚĞƉĞĂƵĚĞƐŽƵƌŝƐĐŽůŽƌĠĞƐăů͛,^͘ͬDĞƐƵƌĞĚĞů͛ĠƉĂŝƐƐĞƵƌĚĞůĂƉĞĂƵ
ƚŽƚĂůĞ͕ĚĞů͛ĠƉŝĚĞƌŵĞĂƵWĂŶŶŝĐƵůƵƐĐĂƌŶŽƐƵƐŝŶĐůƵƐ͘ͬDĞƐƵƌĞĚĞů͛ĠƉĂŝƐƐĞƵƌĚƵĚĞƌŵĞ͘ͬDĞƐƵƌĞĚĞ
ů͛ĠƉĂŝƐƐĞƵƌĚĞů͛ĠƉŝĚĞƌŵĞ͕ĞǆĐůƵĂŶƚůĞ^ƚƌĂƚƵŵĐŽƌŶĞƵŵ͘WŽƵƌ͕ĞƚͬŶсϯăϱƐŽƵƌŝƐƉĂƌĐŽŶĚŝƚŝŽŶ͘DŽǇĞŶŶĞ
цĠĐĂƌƚͲƚǇƉĞ͘EKsăϮĨĂĐƚĞƵƌ͘
 
^ğĐŚĞƌĞƐƐĞ͕ůąĐŚĞƚĠĞƚďĂŝƐƐĞĚĞů͛ĠůĂƐƚŝĐŝƚĠĐƵƚĂŶĠĞăϰǁŬĚĞĚŝĂďğƚĞĞƚĂŐŐƌĂǀĠĞƐăϴǁŬ
Comme décrit dans l’état de l’art, l’hydratation de la peau et ses propretés mécaniques à la 
déformation peuvent influencer la survenue d’ulcères de pression. Les D4wk présentent, 
comparativement aux C4wk, une diminution forte de l’hydratation superficielle cutanée (Figure 
37 A), une augmentation de la lâcheté de la peau (Figure 37 B) et une moindre élasticité (Figure 
37 C). Ces paramètres sont aggravés chez les D8wk. 
 
dƌĂǀĂŝůĚĞƚŚğƐĞ 
ϭϭϭ
 
 
&ŝŐƵƌĞϯϳ͘ĂƌĂĐƚĠƌŝƐĂƚŝŽŶĚĞƐƉƌŽƉƌŝĠƚĠƐŵĠĐĂŶŝƋƵĞƐĞƚĚ͛ŚǇĚƌĂƚĂƚŝŽŶĚĞůĂƉĞĂƵĚĞƐƐŽƵƌŝƐĐŽŶƚƌƀůĞƐĞƚ
ĚŝĂďĠƚŝƋƵĞƐϰǁŬĞƚϴǁŬ͘
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ăϴǁŬ
La compression de la peau du dos suivie d’une friction (réalisées conformément au protocole 
breveté) induit une lésion de pression dont la surface macroscopique maximale est atteinte à J5 
dans tous les groupes (J0 correspond au premier jour de pose d’aimants) (Figure 38 A). On 
constate cependant que la surface n’est pas équivalente entre tous les groupes (Figure 38 A et 
B) : les deux groupes contrôles C4wk et C8wk développent des ulcères de pression de taille 
équivalente (37,1 mm² ± 6,2 et 37,4 mm² ± 9,0 respectivement), les lésions chez les D4wk (66,5 
mm² ± 7,0) sont 1,8 fois plus grandes que les C4wk, et celles chez D8wk (85,0 mm² ± 7,5) sont 
2,3 fois plus grandes que chez les C8wk. La surface lésée est statistiquement plus élevée chez 
les D8wk que chez les D4wk à J5. 
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Conclusion 
Le diabète de type 1 induit une quasi-disparition de tissu adipeux qui contribue à la 
diminution de l’épaisseur de la peau totale après 4 semaines.  
Le diabète et l’atteinte des petites fibres nerveuses épidermiques (D4wk) provoquent une 
dƌĂǀĂŝůĚĞƚŚğƐĞ 
ϭϭϮ
 
diminution de l’épaisseur de l’épiderme vivant, qui n’est pas aggravée par l’atteinte des grosses 
fibres nerveuses (D8wk). Cependant la sécheresse cutanée observée à 4 semaines de diabète 
s’accentue à 8 semaines. 
Le diabète et l’atteinte des petites fibres nerveuses n’affectent pas l’épaisseur du derme, bien 
que les propriétés mécaniques soient altérées. Après 8 semaines de diabète (D8wk), l’épaisseur 
du derme et les propriétés mécaniques cutanées sont significativement altérées par rapport aux 
D4wk. 
Bien que l’épaisseur de l’épiderme et du derme et l’élasticité soient légèrement diminuées 
avec l’âge (C4wk versus C8wk), ceci n’affecte pas la surface maximale lésée. On observe par 
ailleurs qu’il n’y a pas de différence d’hydratation, ni de lâcheté (déformation) cutanées entre 
ces groupes contrôles.  
La surface maximale lésée est augmentée en présence du diabète et avec la sévérité de la 
neuropathie, alors que l’hydratation de la peau et sa capacité de résistance à la déformation sont 
diminuées. 
 
On observe donc une fragilité cutanée à la pression/friction dès l’atteinte des petites fibres 
nerveuses avec le diabète, qui est aggravée par l’atteinte des grosses fibres nerveuses. La 
sécheresse cutanée croissante et la baisse progressive de la capacité de résistance à la 
déformation du tissu semblent participer à la fragilité grandissante. 
Ainsi, ces résultats démontrent qu’au stade de la neuropathie diabétique modérée la peau est 
déjà fragilisée, ce qui pourrait participer à la survenue plus fréquente d’ulcères de pression chez 
les patients diabétiques neuropathiques. 
 
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Après avoir induit la formation d’un ulcère de pression chez les souris contrôles et 
diabétiques, nous avons suivi la cicatrisation de cette lésion jusqu’à sa fermeture, afin de 
déterminer si la neuropathie diabétique et sa sévérité peuvent retarder la cicatrisation et quels 
sont les paramètres biologiques (histologiques et protéiques) modifiés.  
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Dans cette première partie, nous avons étudié la durée de fermeture de l’ulcère de pression 
entre souris contrôles et diabétiques neuropathiques, ainsi que les cinétiques de cicatrisation et 
les caractéristiques histologiques respectives. 
 
Matériels et méthodes 
Les lésions ont été photographiées et évaluées selon les paramètres de la grille CRoMT. Le 
jour de fermeture (Jf) de la lésion a été déterminé lorsque la valeur médiane du groupe pour 
chaque paramètre correspondait aux critères définis précédemment (C / Ro / T  1 et M = 0). 
La surface lésionnelle jusqu’à fermeture a également été mesurée. Dans le but de pouvoir 
comparer les cinétiques, la surface à J5 étant différente entre les groupes, la surface lésée pour 
chaque animal a été exprimée en pourcentage de la surface moyenne du groupe à J5. 
Des coupes ont été réalisées à partir de prélèvements des zones lésées à J5, J10 et Jf pour 
chaque groupe. L’analyse histologique a été faite par un laboratoire indépendant (Novotec). 
Détails des matériels et méthodes page 78. 
 
Résultats 
>Ă ĨĞƌŵĞƚƵƌĞ ĚĞ ů͛ƵůĐğƌĞ ĚĞ ƉƌĞƐƐŝŽŶ ĞƐƚ ƌĞƚĂƌĚĠĞ ƉĂƌ ůĞ ĚŝĂďğƚĞ Ğƚ ƉĂƌ ůĂ ƐĠǀĠƌŝƚĠ ĚĞ ůĂ
ŶĞƵƌŽƉĂƚŚŝĞ
L’évolution des paramètres visuels de la grille CRoMT ont été évalués (Figure 39 A et B). 
Ceci a permis de déterminer que la fermeture (Jf) de la lésion intervient à J19 pour les C4wk et 
C8wk, et est retardée chez les groupes diabétiques à J23 pour les D4wk et à J27 pour le D8wk 
(Figure 39 B). 
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L’évolution de la surface lésionnelle a été mesurée jusqu’à fermeture visuelle (Figure 40 A). 
Les groupes contrôles C4wk et C8wk ne montrent aucune différence statistique jusqu’à Jf. Leur 
surface lésionnelle décroit rapidement entre J5 et J12, puis diminue avec une pente plus faible 
jusqu’à J19 (= Jf). 
On observe également chez les diabétiques une phase de décroissance importante entre J5 et 
J15, bien que la surface relative soit plus élevée que chez les contrôles. Il n’y a pas de différence 
entre les deux groupes diabétiques sur cette période. À partir de J15, une phase de décroissance 
plus lente est visible chez les diabétiques, mais avec une surface relative significativement plus 
élevée chez les D8wk que chez les D4wk à J19 et J23. 
La surface relative cicatricielle le jour de fermeture (respectif de chaque groupe) est 
statistiquement plus élevée avec le diabète et avec la sévérité de la neuropathie (Figure 40 B). 
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Bien qu’il y ait des variations intra-groupes, l’analyse histologique a permis d’observer des 
tendances. 
Ainsi, on observe à J5 chez les C4wk et les C8wk (Figures 41) une épaisse croûte fibrineuse 
nécrotique se décollant partiellement de la surface cutanée, et qui s’étend jusqu’au tissu adipeux 
et au muscle cutané. Aux abords de de cette zone nécrotique, le tissu matriciel est dégradé et 
présente de nombreuses cellules immunitaires. La réépithélialisation est initiée avec un 
néoépiderme épais passant sous la zone nécrotique. 
À J10 chez les C4wk et les C8wk, la plaie est complètement réépithélialisée, avec un 
néoépiderme épais pluristratifié mais peu organisé. Le tissu matriciel sous-jacent au 
néoépiderme est hypercellularisé (de type fibroblastes ou myofibroblastes), et le tissu matriciel 
profond est dense et composé de faisceaux de fibres qui s’entrelacent. La présence de cellules 
immunitaires est significative à proximité des fibres musculaires altérées. 
Au jour de fermeture de la lésion chez les C4wk et les C8wk (J19), le néoépiderme est affiné, 
organisé et pluristratifié. Ce tissu matriciel superficiel est encore très cellularisé, et est bordé 
par une zone plus dense composée d’épais faisceaux de fibres de collagène (variabilité intra-
groupe de la proportion entre ces 2 zones). En profondeur, les fibres musculaires apparaissent 
lésées et sont encore entourées de quelques cellules immunitaires. Le tissu cicatriciel est 
dépourvu d’annexes cutanées. 
 
Les lésions à J5 chez les D4wk et les D8wk (Figures 42) sont caractérisées par une zone 
nécrotique, délimitée par une ligne de débris cellulaires de couleur violet foncé en coloration 
HES, qui n’est pas décollée du muscle altéré sous-jacent. La réépithélialisation ne semble pas 
initiée, bien que l’épiderme des berges soit légèrement épaissi. Peu de cellules immunitaires 
sont retrouvées. 
À J10 chez toutes les D4wk, la réépidermisation est bien initiée sous la zone nécrotique se 
décollant partiellement, alors qu’au même temps chez les D8wk le néoépiderme n’est visible 
qu’aux bordures de la zone nécrotique qui est elle-même toujours adhérente. Chez les D4wk et 
D8wk, le néoépiderme est légèrement plus épais que l’épiderme des berges non lésées, et il 
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surplombe une petite zone de matrice hypercellularisée et une importante population 
inflammatoire entourant le muscle altéré. 
Au jour de fermeture de la lésion chez les D4wk et les D8wk (J23 et J27, respectivement), 
la réépithélialisation est complète, avec un néoépiderme fin et organisé. La matrice cicatricielle 
sous-jacente s’est densifiée par rapport à J10, et est toujours relativement cellularisée. 
L’inflammation est réduite, excepté en profondeur où quelques cellules immunitaires sont 
localisées à proximités de fibres musculaires altérées. 
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ĞŶĚŽŵŵĂŐĠ͖ĨůğĐŚĞďůĂŶĐŚĞ͗ŝŶĨŝůƚƌĂƚŝŽŶĚĞĐĞůůƵůĞƐŝŵŵƵŶŝƚĂŝƌĞƐ͖ƉŽŝŶƚĞďůĂŶĐŚĞ͗ŵƵƐĐůĞĐƵƚĂŶĠ
ĞŶĚŽŵŵĂŐĠ͖ƉŽŝŶƚĞŶŽŝƌĞ͗ŵĂƚƌŝĐĞŚǇƉĞƌĐĞůůƵůĂƌŝƐĠĞ͘
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^͕ĂǀĞĐǌŽŽŵƐƐƵƌ
ůĞƐǌŽŶĞƐĐŝĐĂƚƌŝĐŝĞůůĞƐ͘:ĨĐŽƌƌĞƐƉŽŶĚĂƵũŽƵƌĚĞͨĨĞƌŵĞƚƵƌĞͩĚĞůĂůĠƐŝŽŶ͕ƐŽŝƚ:ϮϯĞƚ:ϮϳƉŽƵƌůĞƐĚŝĂďĠƚŝƋƵĞƐ
ϰǁŬĞƚϴǁŬƌĞƐƉĞĐƚŝǀĞŵĞŶƚ͘ƚŽŝůĞŶŽŝƌĞ͗ǌŽŶĞŶĠĐƌŽƚŝƋƵĞ͖ĨůğĐŚĞŶŽŝƌĞ͗;ŶĠŽͿĠƉŝĚĞƌŵĞĠƉĂŝƐƐŝ͖ĨůğĐŚĞ
ďůĂŶĐŚĞ͗ŝŶĨŝůƚƌĂƚŝŽŶĚĞĐĞůůƵůĞƐŝŵŵƵŶŝƚĂŝƌĞƐ͖ƉŽŝŶƚĞďůĂŶĐŚĞ͗ŵƵƐĐůĞĐƵƚĂŶĠĞŶĚŽŵŵĂŐĠ͖ƉŽŝŶƚĞŶŽŝƌĞ͗
ŵĂƚƌŝĐĞŚǇƉĞƌĐĞůůƵůĂƌŝƐĠĞ͘

EĠŽĠƉŝĚĞƌŵĞƉůƵƐĨŝŶă:ϱĞƚ:ϭϬĂǀĞĐůĞĚŝĂďğƚĞ͕ƋƵĞůƋƵĞƐŽŝƚůĂƐĠǀĠƌŝƚĠĚĞůĂŶĞƵƌŽƉĂƚŚŝĞ
Sur les coupes histologiques, le néoépiderme est apparu plus fin chez les diabétiques pendant 
la cicatrisation de l’ulcère de pression, son épaisseur maximale (l’endroit où il est le plus épais 
pour chaque berge) a donc été mesurée (Figure 43).  
La réépithélialisation nécessite la migration et la prolifération des kératinocytes. Ici, cette 
zone de néoépiderme plus épais chez les souris contrôles et diabétiques peut être interprétée 
comme la zone de prolifération kératinocytaire [Aragona et al. 2017, Park et al. 2017]. 
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
On constate que l’épaisseur du néoépiderme augmente jusqu’à J10 dans tous les groupes, 
puis diminue fortement jusqu’au jour de fermeture de la lésion. Il n’y a pas de différence entre 
les deux groupes contrôles, ni entre les deux groupes diabétiques, mais l’épaisseur maximale 
est grandement diminuée entre les groupes contrôles et diabétiques à J5 et J10. 
 
Conclusion 
Nous avons étudié le délai de cicatrisation d’un ulcère de pression entre souris contrôles et 
diabétiques et selon la sévérité de la neuropathie. La grille CRoMT a permis de démontrer un 
retard de fermeture de la lésion avec le diabète (D4wk) et avec la neuropathie sévère (D8wk), 
alors qu’il n’y a pas de différence entre groupes contrôles aux âges correspondants. 
On observe deux phases de décroissance de la surface lésée chez tous les groupes : une 
première phase rapide entre J5 et J12-J15, puis une deuxième phase plus lente jusqu’à 
fermeture. La première phase est moins accentuée avec le diabète, comparativement aux 
contrôles, sans différence entre D4wk et D8wk, et la deuxième phase est significativement 
impactée par la neuropathie diabétique sévère. De plus la surface cicatricielle à Jf est également 
augmentée chez les D4wk et D8wk. Ces observations démontrent un phénomène de contraction 
moins rapide avec le diabète et la sévérité de la neuropathie. 
Histologiquement, on observe un retard d’inflammation du tissu lésé entre souris contrôles 
(dès J5) et diabétiques (J10). La réépithélialisation est bien initiée (néoépiderme sous la zone 
nécrotique) dès J5 chez les souris contrôles et à J10 chez les D4wk, alors qu’elle débute à peine 
chez les D8wk à J10. À J10 chez les contrôles le néoépiderme est déjà fermé. La 
réépithélialisation est caractérisée par une augmentation de l’épaisseur de l’épiderme des berges 
et/ou du néoépiderme, en particulier à J10. Cependant cette augmentation est bien moindre chez 
les D4wk et D8wk (sans différence), pouvant être interprétée comme une plus faible 
prolifération kératinocytaire. 
 
Afin de mieux comprendre l’origine éventuelle de ce retard de cicatrisation avec la 
neuropathie diabétique, nous avons ensuite analysé l’expression de différents marqueurs 
biologiques. 
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Dans cette deuxième partie, nous avons étudié la cinétique d’expression de certaines 
protéines avant et pendant la cicatrisation de l’ulcère de pression jusqu’à fermeture afin de 
déterminer leur éventuel implication dans le retard de cicatrisation avec la neuropathie 
diabétique. 
Le CGRP est l’un des neuropeptides majoritaires dans la peau saine [Cheret et al. 2013], et 
est directement impliqué dans plusieurs processus de la cicatrisation cutanée, notamment 
l’inflammation neurogène via son action vasodilatatrice [Steinhoff et al. 2003], l’angiogenèse 
[Haegerstrand et al. 1990, Toda et al. 2008], la prolifération kératinocytaire  [Roggenkamp et 
al. 2013, Shi et al. 2013], la prolifération fibroblastique et la différenciation fibroblastes-
myofibroblastes [Cheret et al. 2014]. 
L’ulcère du pied diabétique est plus fréquent chez les patients diabétiques atteints de 
neuropathie [Armstrong et al. 2017], chez qui sont retrouvés des taux abaissés de certains 
neuromédiateurs dans la peau non lésée, et en particulier le CGRP [Lindberger et al. 1989]. 
Cependant l’expression de ce ligand et celle de son récepteur (le complexe RAMP1-CLR-RCP) 
n’ont jamais été étudiées pendant la cicatrisation in vivo. De plus, contrairement à d’autres 
neuromédiateurs (SP, NGF), il n’y a à ce jour aucune publication démontrant l’effet bénéfique 
de l’administration exogène de CGRP pour la cicatrisation cutanée avec la neuropathie 
diabétique, évoquant une possible dérégulation de la voie CGRP (ligand / récepteur / 
signalisation). 
Pour ces raisons, notre étude s’est focalisée sur ce neuropeptide. Cependant, le CGRP n’étant 
pas le seul neuromédiateur cutané impacté par la neuropathie diabétique, des expérimentations 
supplémentaires ont été menées sur l’expression pendant la cicatrisation des neuromédiateurs 
SP et NGF et leur(s) récepteur(s), et la NEP qui peut interférer avec le CGRP et la SP. 
Ces résultats ont été complétés par l’étude de l’expression in vivo de la Périostine, protéine 
révélée différentiellement exprimée par l’analyse du sécrétome de la peau diabétique cultivée 
ex vivo (cf. résultats du modèle ex vivo page 129). 
 
Matériels et méthodes 
De la peau non lésée à J0 et les zones lésées à J5, J10 et Jf ont été prélevées (toutes les 
couches de peau). L’expression protéique de ces échantillons a ensuite été analysée par western 
blot et/ou immunofluorescence et/ou immunoprécipitation pour les marqueurs suivants : 
CGRP, RAMP1, CLR, RCP, SP, NK1R, NEP, NGF, p75NTR, TrkA, périostine. Les signaux 
de western-blot, après avoir soustrait le bruit de fond, ont été normalisés par Rouge Ponceau. 
Détails des matériels et méthodes pages 89 et 93. 
Nous nous sommes focalisés sur l’étude de l’expression de ces protéines pour les groupes 
4wk, dont les résultats sont présentés dans cette partie. Les résultats préliminaires des groupes 
8wk sont consultables en Annexe 4 page 238. 
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Résultats 
 
 ƚƵĚĞĚĞůĂĐŝŶĠƚŝƋƵĞĚ͛ĞǆƉƌĞƐƐŝŽŶĚƵ'ZWĞƚĚĞƐŽŶƌĠĐĞƉƚĞƵƌ
ZDWϭͲ>ZͲZW
Un article ayant été rédigé (cf. Annexe 5 page 241) pour une soumission dans le journal 
Diabetes dès la publication du brevet (décembre 2019), les résultats de cette partie sur le CGRP 
et son récepteur sont exclusivement en anglais.  
 
hƉƌĞŐƵůĂƚŝŽŶŽĨƉƌŽ'ZWĚƵƌŝŶŐƉƌĞƐƐƵƌĞƵůĐĞƌŚĞĂůŝŶŐŝƐŶŽƚŝŵƉĂŝƌĞĚŝŶĚŝĂďĞƚŝĐŵŝĐĞƐŬŝŶ
To examine whether CGRP is involved in pressure ulcer healing process, we analyzed the 
protein expression of the full thickness skin lesion area at different time points until wound 
closure (Fig. 44 A). CGRP mature forms are labile proteins (expected around 5 kDa) and only 
the two precursor protein isoforms (proCGRP) were detectable at 16 and 14 kDa [Uniprot -
CALCA , Hou et al. 2011]. Unwounded diabetic skin expressed significantly less total 
proCGRP compared to unwounded control skin (Fig. 44 B). In wound tissue at day 5 proCGRP 
protein expression was significantly increased compared to unwounded tissue and decreased at 
day 10 compared to day 5 in both groups. There was no statistical difference in proCGRP 
protein expression between day 10 and closure day.  
Since the proCGRP protein expression pattern in response to skin compression was not 
different between diabetic and control mice we focused our study on the protein expression of 
CGRP receptor subunits, i.e. RAMP1 and CLR in skin.  
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'ZWƌĞĐĞƉƚŽƌƐƵďƵŶŝƚƐZDWϭĂŶĚ>ZĂƌĞƵƉƌĞŐƵůĂƚĞĚĚƵƌŝŶŐƉƌĞƐƐƵƌĞƵůĐĞƌŚĞĂůŝŶŐ ŝŶ
ĞƉŝĚĞƌŵŝƐŝŶďŽƚŚĐŽŶƚƌŽůĂŶĚĚŝĂďĞƚŝĐŵŝĐĞ͕ďƵƚĂƌĞƉƌĞƐĞŶƚŝŶŐƌĂŶƵůĂƚŝŽŶƚŝƐƐƵĞŽĨĐŽŶƚƌŽů
ŵŝĐĞŽŶůǇ
Immunostaining of RAMP1 and CLR at the unwounded site of the skin was weakly present 
in the epidermis, and largely present in hair follicle bulbs and skin muscle Panniculus carnosus 
in both groups (Fig. 45 A). 
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At day 5 of wound healing, both RAMP1 and CLR staining were well detected in the 
epidermis of control mice (Fig. 45 B zoom 1 and 2) compared to diabetic mice (Fig. 45 B zoom 
5). At day 10 in control mice, RAMP1 and CLR were detected in the neo-epidermis and in 
(myo)fibroblasts just underlying the epidermis in the middle of the wound (Fig. 45 A and B 
zoom 3). At the same time in diabetic mice skin, CLR was well expressed in the neo-epidermis 
whereas RAMP1 was only partially immunodetected (Fig. 45 A and B zoom 7) compared to 
wound edges (Fig. 45 A and B zoom 6). At the closure day in both groups, RAMP1 and CLR 
staining were observed in the neo-epidermis (Fig. 45 A and B zoom 4 and 8). 
In both groups, RAMP1 and CLR exhibited a cytoplasmic and membrane staining at the 
edges of the wound (Fig. 45 B zoom 1 and 6) and at the site of total re-epithelialization (Fig. 
45 B zoom 4 and 8). Conversely, RAMP1 and CLR were delocalized from the cell membrane 
to the cytoplasm only in the thickened epidermis during healing in control mice (Fig. 45 B zoom 
2 and 3) but it was not so obvious in diabetic mice epidermis (Fig. 45 B zoom 7). 
 
ŝĂďĞƚŝĐŵŝĐĞ ĞǆŚŝďŝƚ ĚĞůĂǇĞĚZDWϭĂŶĚ >Z ĞǆƉƌĞƐƐŝŽŶƐ ĂŶĚ ůĂĐŬ ŽĨ >Z ŐůǇĐŽƐǇůĂƚŝŽŶ
ĚƵƌŝŶŐƉƌĞƐƐƵƌĞƵůĐĞƌŚĞĂůŝŶŐ
In both control and diabetic unwounded skin, RAMP1 protein at the expected 18 kDa 
molecular weight was not detectable (Fig. 46 A and C). Nevertheless, in the control group, 
during pressure ulcer healing at day 5 and 10, 18 kDa-RAMP1 expression was increased 
compared to unwounded skin and then its expression decreased at the closure day. In contrast, 
in diabetic mice the peak of 18 kDa-RAMP1 expression was delayed and observed at day 10 
followed by a similar decrease to control skin at closure day. Furthermore, greater levels of 
additional RAMP1-immunopositive bands were detected solely for diabetic mice at day 5 and 
10, at higher (65 kDa) and lower molecular weight (16 kDa) (Fig. 46 A). 
Equally in control and diabetic unwounded skin, CLR protein was detected at 37 and 45-
55kDa (Fig. 46 A). According to Nikitenko et al. [Nikitenko et al. 2006], the CLR positive 
band observed at 37 kDa corresponded to its unglycosylated form, the 45 kDa-CLR band to 
core glycosylated form, and the 55 kDa-CLR band to terminally glycosylated form. In our 
study, the two bands corresponding to glycosylated forms were not well distinguishable 
therefore we took into account total glycosylated forms (45-55kDa). 
During healing in control mice, a parallel increase in total and glycosylated CLR proteins 
was observed with a peak at day 5, followed by a decrease until closure day (Fig. 46 D and E). 
At the opposite, in diabetic mice total CLR only increased at day 10 and was not accompanied 
by glycosylated forms rise; then total CLR returned to basal level at closure day (Fig. 46 D and 
E). 
RCP protein level decreased at day 5 in control group and then increased gradually up to 
closure day (Fig. 46 A and B). In unwounded diabetic skin, RCP was slightly more expressed 
than in unwounded control skin. Then, RCP level decreased at day 5 similarly to control mice 
skin but remained significantly low at day 10 and increased at closure day to control group 
expression level. 
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
&ŝŐƵƌĞϰϱ͘^ƉĂĐŝŽͲƚĞŵƉŽƌĂůĞǆƉƌĞƐƐŝŽŶŽĨZDWϭĂŶĚ>ZĚƵƌŝŶŐƐŬŝŶƉƌĞƐƐƵƌĞƵůĐĞƌŚĞĂůŝŶŐ
ͬZĞƉƌĞƐĞŶƚĂƚŝǀĞŵĞƌŐĞĚŝŵŵƵŶŽƐƚĂŝŶŝŶŐŽĨZDWϭ;ŐƌĞĞŶͿ͕>Z;ƌĞĚͿ͕ĂŶĚŶƵĐůĞƵƐĐŽƵŶƚĞƌƐƚĂŝŶĞĚǁŝƚŚW/
;ďůƵĞͿ͕ŽŶƐŬŝŶƐĞĐƚŝŽŶĂƚĚĂǇϱĂŶĚĚĂǇϭϬĂĨƚĞƌĚĞďĞŐŝŶŶŝŶŐŽĨƚŚĞĐŽŵƉƌĞƐƐŝŽŶƉƌŽƚŽĐŽůǁŝƚŚŵĂŐŶĞƚƐŝŶ
ĐŽŶƚƌŽůĂŶĚĚŝĂďĞƚŝĐŐƌŽƵƉƐ͕ĂŶĚĂƚƚŚĞĐůŽƐƵƌĞĚĂǇ;ĚĂǇϭϵĨŽƌĐŽŶƚƌŽůŐƌŽƵƉ͕ĚĂǇϮϯĨŽƌĚŝĂďĞƚŝĐŐƌŽƵƉͿ͘
ƌƌŽǁƐŝŶĚŝĐĂƚĞŚĞĂĚŽĨŬĞƌĂƚŝŶŽĐǇƚĞƚŽŶŐƵĞ͖ƐƚĂƌƐŝŶĚŝĐĂƚĞŶĞĐƌŽƚŝĐĂƌĞĂƐ͖ƐƋƵĂƌĞƐǁŝƚŚŶƵŵďĞƌƐŝŶĚŝĐĂƚĞ
ǌŽŽŵĞĚĂƌĞĂƐƐŚŽǁŶďĞůŽǁ͘ͬŽŽŵĞĚĂƌĞĂƐŽĨƚŚĞůĂƌŐĞŝŵŵƵŶŽƐƚĂŝŶŝŶŐƐŬŝŶƐĞĐƚŝŽŶƐ͕ǁŝƚŚƵŶŵĞƌŐĞƐŝŐŶĂůƐ
ĨŽƌZDWϭ͕>ZĂŶĚW/͘ŽƚƚĞĚůŝŶĞƐŝŶĚŝĐĂƚĞƐĞƉĂƌĂƚŝŽŶďĞƚǁĞĞŶĞƉŝĚĞƌŵŝƐ;ĞͿĂŶĚƵŶĚĞƌůǇŝŶŐƚŝƐƐƵĞ͘
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&ŝŐƵƌĞϰϲ͘ZDWϭ͕>ZĂŶĚZWƉƌŽƚĞŝŶĞǆƉƌĞƐƐŝŽŶĚƵƌŝŶŐƉƌĞƐƐƵƌĞƵůĐĞƌŚĞĂůŝŶŐ
ͬtĞƐƚĞƌŶďůŽƚŽĨƐŬŝŶƉƌŽƚĞŝŶĞǆƚƌĂĐƚƐĂŐĂŝŶƐƚZDWϭ͕>ZĂŶĚZWĚƵƌŝŶŐƉƌĞƐƐƵƌĞƵůĐĞƌŚĞĂůŝŶŐŽĨĐŽŶƚƌŽů
ĂŶĚĚŝĂďĞƚŝĐŵŝĐĞ͘ǆƉĞĐƚĞĚŵŽůĞĐƵůĂƌǁĞŝŐŚƚĂƌĞϭϴŬĂĨŽƌZDWϭ͕ďƵƚĂůŽǁĞƌ;ϭϲŬĂͿĂŶĚŚŝŐŚĞƌ;ϲϱŬĂͿ
ŵŽůĞĐƵůĂƌǁĞŝŐŚƚZDWϭͲŝŵŵƵŶŽƌĞĂĐƚŝǀĞďĂŶĚƐǁĞƌĞŽďƐĞƌǀĞĚĚƵƌŝŶŐŚĞĂůŝŶŐŝŶĚŝĂďĞƚŝĐƐŬŝŶĞǆƚƌĂĐƚƐ͖ϯϳŬĂ
ĨŽƌƵŶŐůǇĐŽƐǇůĂƚĞĚ>ZĨŽƌŵ͕ĂŶĚϰϱͲϱϱŬĂĨŽƌŐůǇĐŽƐǇůĂƚĞĚ>ZĨŽƌŵƐ͘ͬZW͕ͬϭϴŬĂͲZDWϭ͕ͬƚŽƚĂů>Z
ĂŶĚͬϰϱͲϱϱŬĂŐůǇĐŽƐǇůĂƚĞĚĨŽƌŵƐŽĨ>ZƌĞůĂƚŝǀĞƉƌŽƚĞŝŶĞǆƉƌĞƐƐŝŽŶĚƵƌŝŶŐƉƌĞƐƐƵƌĞƵůĐĞƌŚĞĂůŝŶŐǁŝƚŚ
ŶŽƌŵĂůŝǌĂƚŝŽŶŽĨǁĞƐƚĞƌŶďůŽƚƐŝŐŶĂůƐďǇƚŽƚĂůƉƌŽƚĞŝŶŽŶWŽŶĐĞĂƵZĞĚƐƚĂŝŶŝŶŐ;^ƵƉƉůĞŵĞŶƚĂƌǇ&ŝŐ͘ϭͿŽĨ
ĐŽŶƚƌŽů;ĐŝƌĐůĞͿĂŶĚĚŝĂďĞƚŝĐ;ƐƋƵĂƌĞ͕ĚŽƚƚĞĚůŝŶĞͿŐƌŽƵƉƐ͘ůŽƐƵƌĞĚĂǇĨŽƌĐŽŶƚƌŽůŐƌŽƵƉŝƐĚĂǇϭϵ͕ǁŚĞƌĞĂƐŝƚŝƐ
ĚĂǇϮϯĨŽƌĚŝĂďĞƚŝĐŐƌŽƵƉ͘DĞĂŶц^ŽĨŶсϯŵŝĐĞƉĞƌŐƌŽƵƉĂŶĚƚŝŵĞƉŽŝŶƚ͘dǁŽͲǁĂǇEKs͕ĚŝĂďĞƚŝĐǀĞƌƐƵƐ
ĐŽŶƚƌŽůĂƚƚŚĞƐĂŵĞƚŝŵĞƉŽŝŶƚŝƐŝŶĚŝĐĂƚĞĚĐůŽƐĞĚƚŽůŝŶĞƐ͖ƵƉƉĞƌďƌĂĐŬĞƚƐƌĞƉƌĞƐĞŶƚĐŽŵƉĂƌŝƐŽŶďĞƚǁĞĞŶƚŝŵĞ
ƉŽŝŶƚƐĨŽƌĐŽŶƚƌŽůŵŝĐĞ͖ůŽǁĞƌĚŽƚƚĞĚďƌĂĐŬĞƚƐƌĞƉƌĞƐĞŶƚĐŽŵƉĂƌŝƐŽŶďĞƚǁĞĞŶƚŝŵĞƉŽŝŶƚƐĨŽƌĚŝĂďĞƚŝĐŵŝĐĞ͘
 
'ZWƌĞĐĞƉƚŽƌĐŽŵƉůĞǆĨŽƌŵĂƚŝŽŶŝƐĚĞůĂǇĞĚŝŶĚŝĂďĞƚŝĐŵŝĐĞĚƵƌŝŶŐƉƌĞƐƐƵƌĞƵůĐĞƌŚĞĂůŝŶŐ
To assess whether functional CGRP receptor, i.e. RAMP1-CLR-RCP complex, was formed 
during pressure ulcer healing, we performed an immunoprecipitation against RCP to look at its 
partners. 
 

&ŝŐƵƌĞϰϳ͘/ŵŵƵŶŽƉƌĞĐŝƉŝƚĂƚŝŽŶŽĨZWƉĂƌƚŶĞƌƐƚŽŝĚĞŶƚŝĨǇƉƌĞƐĞŶĐĞŽĨŵĂƚƵƌĞ'ZWĐŽŵƉůĞǆƌĞĐĞƉƚŽƌ͘
KŶƚŚĞůĞĨƚ͕ƌĞƉƌĞƐĞŶƚĂƚŝǀĞǁĞƐƚĞƌŶďůŽƚŽĨƐŬŝŶƉƌŽƚĞŝŶĞǆƚƌĂĐƚƐĂĨƚĞƌŝŵŵƵŶŽƉƌĞĐŝƉŝƚĂƚŝŽŶ;/WͿǁŝƚŚĂŶƚŝͲZW
ĂŶƚŝďŽĚǇŽĨĐŽŶƚƌŽůĂŶĚĚŝĂďĞƚŝĐŵŝĐĞĚƵƌŝŶŐƉƌĞƐƐƵƌĞƵůĐĞƌŚĞĂůŝŶŐ͘ŶсϯŵŝĐĞƉĞƌŐƌŽƵƉĂŶĚƚŝŵĞƉŽŝŶƚ͕ǁŝƚŚ
ƚŚĞƐĂŵĞŝŶŝƚŝĂůƐŬŝŶƉƌŽƚĞŝŶĂŵŽƵŶƚƵƐĞĚƚŽŵĂŬĞƚŚĞ/W͘KŶƚŚĞƌŝŐŚƚ͕ŶĞŐĂƚŝǀĞĂŶĚƉŽƐŝƚŝǀĞĐŽŶƚƌŽůƐƵƐĞĚƚŽ
ǀĂůŝĚĂƚĞƌĂďďŝƚĂŶƚŝͲZWĂŶƚŝďŽĚǇĨŽƌŝŵŵƵŶŽƉƌĞĐŝƉŝƚĂƚŝŽŶ͘
 
Immunoprecipitated RCP protein level pattern during healing (Fig. 47) followed the ones 
observed in western-blot for control and diabetic mice (Fig. 46 A and B). 
Despite technical optimization, CLR was not distinguishable from IgG heavy chains (data 
not shown), however Hilairet et al. [Hilairet et al. 2001a, Hilairet et al. 2001b] demonstrated 
that RAMP1 is co-immunoprecipitated with CLR. Since we found that RAMP1 was co- 
immunoprecipitated with RCP and that, to date, RCP has been found to interact only with CLR 
[Egea et al. 2012], we assumed that RAMP1 and RCP were linked by CLR. 
dƌĂǀĂŝůĚĞƚŚğƐĞ 
ϭϮϰ
 
For both diabetic and control mice unwounded skin, co-immunoprecipitated RAMP1 was 
undetectable (Fig. 47). During healing in control mice, 18 kDa-RAMP1 was well detected at 
day 5 and 10, and then a lower signal was observed at closure day. On the contrary for diabetic 
mice, 18 kDa-RAMP1 was detected only at day 10. 
 
 
Les résultats présentés dans cette partie indiquent que le proCGRP, RAMP1 et CLR sont 
surexprimés pendant la cicatrisation de l’ulcère de pression, avec des taux équivalents en 
proCGRP chez les contrôles et chez les diabétiques. Cependant l’expression protéique des sous-
unités RAMP1 et CLR est retardée, la formation du complexe RAMP1-CLR-RCP semble 
également retardée (J5 chez les contrôles et J10 chez les diabétiques), et il n’y a pas 
d’augmentation du niveau de CLR glycosylé avec le diabète. RAMP1 et CLR sont 
particulièrement surexprimés au niveau du néoépiderme (peau contrôle et diabétique) et du 
derme superficiel (peau contrôle uniquement) pendant la cicatrisation. 
Cela semble indiquer que le retard de fermeture de la lésion n’est pas dû à un défaut de 
surexpression du CGRP au cours de la cicatrisation, mais plutôt dû à un défaut d’expression, 
de complexation et de maturation post-traductionnelle du récepteur au CGRP. Ceci pourrait 
affecter la prolifération des kératinocytes et la différenciation des fibroblastes en 
myofibroblastes, contribuant au retard de cicatrisation avec le diabète. 
 
 
Pendant ce travail de thèse, outre la voie du CGRP, d’autres marqueurs biologiques ont été 
étudiés en raison de leurs activités connues pour la cicatrisation, leur modulation respective 
avec la neuropathie diabétique pouvant participer au retard de cicatrisation de l’ulcère de 
pression. 
 
 ŝŶĠƚŝƋƵĞ Ě͛ĞǆƉƌĞƐƐŝŽŶ Ě͛ĂƵƚƌĞƐ ŵĂƌƋƵĞƵƌƐ ďŝŽůŽŐŝƋƵĞƐ ƉŽƵǀĂŶƚ
ƉĂƌƚŝĐŝƉĞƌĂƵƌĞƚĂƌĚĚĞĐŝĐĂƚƌŝƐĂƚŝŽŶ
ŝ͘ ŝŶĠƚŝƋƵĞĚ͛ĞǆƉƌĞƐƐŝŽŶĚĞůĂ^ƵďƐƚĂŶĐĞW͕ĚĞƐŽŶƌĠĐĞƉƚĞƵƌ
E<ϭZ͕ĞƚĚĞů͛ĞŶǌǇŵĞEW
La Substance P est co-exprimée dans les fibres nerveuses cutanées avec le CGRP, et ces 
deux neuromédiateurs partagent des activités biologiques telles que l’inflammation neurogène 
et la différenciation fibroblastes-myofibroblastes. Nous avons donc étudié également 
l’expression de la SP, de son récepteur NK1R et de l’enzyme NEP pouvant dégrader la SP ou 
bloquer NK1R pendant la cicatrisation de l’ulcère de pression. 
 
ĠĨĂƵƚĚĞƐƵƌĞǆƉƌĞƐƐŝŽŶĚĞE<ϭZĚĂŶƐůĂƉĞĂƵĚŝĂďĠƚŝƋƵĞϰǁŬă:ϱĞƚ:ϭϬ
L’expression protéique de la substance P (SP) est régulièrement augmentée au cours de la 
cicatrisation de l’ulcère de pression (Figure 48 A et B), sans différence notable entre C4wk et 
D4wk.  
Le niveau de NK1R est similaire dans la peau non lésée entre C4wk et D4wk (Figure 48 A 
et C). Entre J0 et J10 le niveau de SP augmente fortement dans la peau C4wk, alors qu’il évolue 
peu dans la peau D4wk. Cependant à Jf le niveau de SP est similaire entre C4wk et D4wk.  
Le taux de NEP dans la peau non lésée est supérieur dans le groupe diabétique que dans le 
groupe contrôle (Figure 48 A et D). Chez les contrôles, le taux de NEP chute ensuite à J5, puis 
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augmente graduellement jusqu’à Jf. Chez les diabétiques, le taux de NEP chute jusqu’à J10, et 
ne réaugmente qu’ensuite, rejoignant le taux des contrôles à Jf. 
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On observe ainsi des taux plus faibles de SP et de NK1R pendant la cicatrisation chez les 
D4wk, comparativement aux contrôles, bien qu’à Jf il n’y ait pas de différence entre les groupes. 
L’expression et la sécrétion des neuropeptides CGRP et SP par les fibres nerveuses peuvent 
être stimulées par le NGF via la sensibilisation de TRPV1 [Price et al. 2005, Skoff et al. 2006]. 
Nous avons donc étudié si le NGF et ses récepteurs étaient également surexprimés pendant la 
cicatrisation de l’ulcère de pression et s’ils étaient affectés par la neuropathie diabétique. 
 
ŝŝ͘ ŝŶĠƚŝƋƵĞĚ͛ĞǆƉƌĞƐƐŝŽŶĚƵE'&ĞƚĚĞƐĞƐƌĠĐĞƉƚĞƵƌƐdƌŬĞƚ
ƉϳϱEdZ
^ƵƌĞǆƉƌĞƐƐŝŽŶĚƵE'&ĞƚĚĞƐŽŶƌĠĐĞƉƚĞƵƌƉϳϱEdZĚĂŶƐůĂƉĞĂƵŶŽŶůĠƐĠĞĚŝĂďĠƚŝƋƵĞăϰǁŬ
L’expression du NGF à J0 (peau non lésée) est plus élevée chez les souris D4wk, que chez 
les souris contrôles (Figure 49 A et B). Cependant, à J5 la quantité de NGF chute brutalement 
dans tous les groupes à des niveaux similaires et n’évolue quasiment pas jusqu’à la fermeture. 
L’expression protéique du récepteur p75NTR à J0 est plus élevée dans la peau D4wk (Figure 
49 A et C). Comme pour le NGF, le niveau de p75NTR chute à J5 dans tous les groupes, puis 
augmente légèrement jusqu’à Jf de manière similaire entre les groupes. 
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Le niveau de TrkA augmente avec la lésion et la cicatrisation dans tous les groupes (Figure 
49 A et D). On observe cependant une expression plus forte de TrkA à Jf dans le groupe D4wk, 
comparativement aux souris C4wk. 
La voie NGF/p75NTR ne semble donc pas spécifiquement stimulée pendant la cicatrisation 
de l’ulcère de pression. 

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Tout comme les neuromédiateurs étudiés précédemment, la périostine est impliquée dans la 
cicatrisation au niveau kératinocytaire et fibroblastique. Nous avons donc étudié sa 
participation éventuelle dans la cicatrisation de l’ulcère de pression et sa modulation avec la 
neuropathie diabétique. 
 
ŝŝŝ͘ ŝŶĠƚŝƋƵĞĚ͛ĞǆƉƌĞƐƐŝŽŶĚĞůĂƉĠƌŝŽƐƚŝŶĞ
La périostine n’a été que récemment décrite au niveau cutané et son rôle dans la cicatrisation 
est encore mal connu. Cependant, il a été démontré que la périostine était impliquée dans la 
différenciation fibroblastes-myofibroblastes [Zhou et al. 2010, Kanaoka et al. 2018] et qu’elle 
était surexprimée au niveau des kératinocytes pendant la réépithélialisation [Jackson-Boeters et 
al. 2009]. 
 
ĠĨĂƵƚĚĞƐƵƌĞǆƉƌĞƐƐŝŽŶĚĞůĂƉĠƌŝŽƐƚŝŶĞĚĂŶƐůĂƉĞĂƵĚŝĂďĠƚŝƋƵĞϰǁŬă:ϭϬĞƚ:Ĩ
La périostine est faiblement détectée dans la peau non lésée et à J5 pour tous les groupes 
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(Figure 50 A et B). Puis, la périostine est fortement surexprimée à J10 et augmente jusqu’à Jf 
chez les souris C4wk. Chez les D4wk, la périostine n’est significativement augmentée qu’à Jf, 
avec un taux plus faible que les contrôles. 
 
L’analyse par immunomarquage permet de voir qu’à J10 la périostine est très présente dans 
le derme cicatriciel des souris contrôles (Figure 50 C zoom 1), et semble moins présent chez 
les souris diabétiques (Figure 50 C zoom 3). Au niveau du néoépiderme chez les contrôles 
(Figure 50 C zoom 2) on observe des kératinocytes surexprimant la périostine dans leur 
cytoplasme, contrairement au néoépiderme des souris diabétiques (Figure 50 C zoom 4). 

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Conclusion 
Dans la partie précédente, nous avons observé que la cicatrisation de l’ulcère de pression 
avec la neuropathie diabétique est caractérisée par un retard de réépithélialisation, et un 
plausible défaut de prolifération kératinocytaire et de contraction. 
Afin d’identifier quelles protéines pourraient participer à ce retard de fermeture de lésion, 
dans cette partie nous avons analysé l’expression de différentes molécules dans la peau non 
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lésée et au cours de la cicatrisation de l’ulcère de pression induit chez les souris contrôles et 
diabétiques. 
 
Ceci a permis d’observer que, bien qu’il y ait une surexpression protéique de NGF et de son 
récepteur p75NTR dans la peau non lésée diabétique à 4wk, comparativement aux contrôles, la 
voie NGF/ p75NTR est sous-exprimée à J5/J10/Jf dans tous les groupes et ne semble donc pas 
intervenir dans la fermeture de l’ulcère de pression (confirmé à 8wk, cf Annexe 4 page 240).  
Le CGRP et la SP, connu pour être impliqués dans la cicatrisation cutanée, sont diminués 
dans la peau non lésée des patients diabétiques neuropathiques et pourraient contribuer au retard 
de cicatrisation de leur lésion. Chez les souris contrôles, CGRP/RAMP1/CLR et SP/NK1R sont 
en effet surexprimés au cours de la cicatrisation de l’ulcère de pression, mais avec la 
neuropathie diabétique, de manière surprenante, le proCGRP est correctement surexprimé 
pendant la cicatrisation à 4wk (et à 8wk, cf. Annexe 4 page 239). De plus, l’expression du 
récepteur est retardée/abaissée et la glycosylation de CLR n’augmente pas (comme pour les 
D8wk, cf. page 239). Pendant la cicatrisation chez les contrôles, RAMP1 et CLR semblent 
internalisés au niveau des kératinocytes du néoépiderme épais, contrairement à la peau 
diabétique. Il semble donc qu’avec la neuropathie diabétique à 4wk au cours de la cicatrisation 
de l’ulcère de pression, il y ait un défaut de formation et d’activation du récepteur au CGRP, 
malgré la présence du ligand. 
Tout comme le proCGRP, la substance P est correctement surexprimée chez les D4wk, 
comparativement aux contrôles. Cependant l’expression de NK1R est plus faible à J5 et J10 
que chez les contrôles (chez les D8wk, SP et NK1R semblent abaissés par rapport aux C8wk, 
cf. Annexe 4 page 240).  
 
La périostine est impliquée dans la contraction de la lésion, via la différenciation des 
fibroblastes en myofibroblastes, et aurait un rôle dans la réépithélialisation. On observe que 
cette protéine est indétectable dans la peau non lésée et augmente à partir de J10 chez les 
contrôles. Son expression est retardée et diminuée avec le diabète à 4wk (et à 8wk, cf. Annexe 
4 page 240). 
 
 
L’étude de la cicatrisation chez l’animal fait intervenir de multiples processus, qui peuvent 
rendre complexe l’interprétation des résultats. De plus, ces expérimentations nécessitent un 
grand nombre d’animaux. C’est pourquoi, en parallèle du modèle in vivo, un modèle ex vivo a 
été initié. 
 
 
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ĚĂŶƐƵŶŵŽĚğůĞĞǆǀŝǀŽ
 
Le modèle ex vivo, utilisant moins d’animaux (10 à 12 punchs de peau / souris et autant de 
conditions pouvant être testées), permet de s’affranchir notamment du système immunitaire 
circulant et de la synthèse de neuropeptides par les nerfs (axones coupés). De plus, le milieu de 
culture permet d’effacer les différences de concentration sanguine en glucose ou hormones 
(insuline) auxquelles sont exposées les peaux de souris, et qui pourraient inhiber ou participer 
à la cicatrisation. Nous avons donc étudié la cicatrisation ex vivo après compression sur peaux 
de souris contrôles ou diabétique, afin de déterminer i/ si un délai de réépithélialisation est 
également visible dans ces conditions, ii/ si ce modèle reproduit en partie les modulations 
moléculaires observées pendant la cicatrisation entre patient sain et patient diabétique 
neuropathique, et pourrait donc servir pour le screening d’autres marqueurs biologiques altérés 
ou d’actifs cicatrisants. 
  
Matériels et méthodes 
De la peau du dos dépilé a été prélevée chez les souris contrôles et diabétiques 4wk et 8wk, 
et des punchs (8 mm de diamètre) ont été réalisés, mis en culture (J0) et compressés à l’aide 
d’aimants (4 mm de diamètre) pendant 16h. 
Des coupes histologiques ont été réalisées à J1 (8h après retrait des aimants), J3 et J5 et 
analysées par un laboratoire indépendant (Novotec). 
Un test MTT (viabilité cellulaire) a été réalisé tous les jours, et l’évolution de la surface 
compressée non viable a été mesurée. 
Le sécrétome a été réalisé à partir des milieux de culture récupérés à J1 et J2 et mixés. 
Détails des matériels et méthodes page 83. 
 
Résultats 
ZĞƚĂƌĚĚĞƌĠĠƉŝƚŚĠůŝĂůŝƐĂƚŝŽŶĚĞůĂƉĞĂƵĂǀĞĐůĞĚŝĂďğƚĞĞƚůĂƐĠǀĠƌŝƚĠĚĞůĂŶĞƵƌŽƉĂƚŚŝĞƉŽƐƚͲ
ĐŽŵƉƌĞƐƐŝŽŶĞǆǀŝǀŽ
Au niveau histologique (Figure 51 A), on observe qu’à J1 la zone compressée est visible par 
la diminution de l’épaisseur de la peau aussi bien chez les contrôles que les diabétiques. À J3 
dans les deux groupes, l’épiderme apparaît fin et nécrotique au centre de la compression et la 
réépidermisation a débuté sur les berges, le derme contient des cellules en nécrose et la 
vascularisation est peu visible, le tissu adipeux est absent et le Panniculus carnosus est linéaire 
et altéré. À J5 dans la peau contrôle, la réépidermisation est totale avec un épiderme d’épaisseur 
modérée, pluristratifié et non organisé ; alors que dans la peau diabétique la réépidermisation 
n’est pas totale et l’épiderme du centre de l’échantillon apparaît encore fin et nécrotique. À J5 
dans les deux groupes, la matrice dermique est majoritairement acellulaire et avasculaire. 
En 5 jours de culture il est donc possible d’observer une progressive mort cellulaire au niveau 
dermique de la zone compressée, et une nécrose épidermique (C4wk et D4wk) suivi d’une 
réépithélialisation (complète chez la C4wk uniquement). 
 
Un test de viabilité (MTT) a été réalisé et a permis d’observer macroscopiquement la 
formation du néoépiderme (Figure 51 B) sur un plus grand nombre de peaux de souris contrôles 
et diabétiques à 4wk et 8wk (Figure 51 C). 
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On observe qu’à J1 et J2 sur peaux contrôles et diabétiques 4wk et 8wk (Figure 51 B et C), 
la zone compressée est complètement blanche au test MTT et donc démontre une mortalité 
cellulaire due à la compression. À partir de J3 la réépithélialisation est initiée dans tous les 
groupes (Figure 51 C), avec un anneau de kératinocytes vivants (bleus) visibles sur la zone 
compressée (Figure 51 B). La peau C4wk est complètement réépidermisée à J5, alors que le 
néoépiderme de la peau D4wk n’est fermé qu’à J6 (Figure 51 C). Bien qu’on observe une 
réépithélialisation plus lente de la peau C8wk (néoépiderme fermé à J6) que de la peau C4wk, 
la réépidermisation de la peau D8wk est très retardée, comparativement à C8wk et D4wk, 
puisqu’elle n’est toujours pas terminée à J6 (Figure 51 C). 
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La sécrétion de molécules dans le milieu de culture a été analysée entre J1 et J2 post-
compression ex vivo (Figure 52). On constate que la peau diabétique 4wk compressée sécrète 
davantage d’IL-1beta (cytokine pro-inflammatoire) et de sRAGE (récepteur soluble aux AGE) 
et moins d’IL-10 et IL-1RA (cytokines anti-inflammatoires) que la peau contrôle compressée. 
On retrouve également moins de VEGF, d’EGF et de PDGF, et beaucoup moins de périostine 
avec la peau diabétique. 
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Conclusion 
Le modèle d’étude de la cicatrisation post-compression ex vivo initié pendant ce travail de 
thèse montre qu’il est utilisable pour suivre la réépidermisation en seulement 6 jours, et a permis 
d’observer un retard avec la peau diabétique compressée, comparativement à la peau contrôle 
compressée, et ce retard est accentué avec la sévérité de la neuropathie Le sécrétome de la peau 
diabétique compressée, comparativement à celui de la peau contrôle compressée, montre un 
phénotype pro-inflammatoire et une diminution de facteurs de croissance nécessaires à la 
cicatrisation cutanée. De plus, ce modèle a permis d’identifier la périostine comme possible 
marqueur altéré par la neuropathie diabétique pendant la cicatrisation cutanée. 
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ŝƐĐƵƐƐŝŽŶĞƚƉĞƌƐƉĞĐƚŝǀĞƐ 
ϭϯϱ
 
L’ulcère du pied diabétique touche préférentiellement les patients diabétiques avec atteinte 
neuropathique [Reiber et al. 1999]. Il semble donc exister un lien entre la présence d’une 
neuropathie et la survenue de l’ulcère du pied. Cependant, les patients atteints de lésion 
chronique sont généralement à un stade avancé de neuropathie [Vouillarmet et al. 2019], et il 
n’est pas connu si l’atteinte des petites fibres nerveuse peu déjà fragiliser la peau diabétique. 
C’est ce à quoi s’est attaché à répondre ce travail de thèse dans une première partie. 
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ϭ͘ ĂƌĂĐƚĠƌŝƐĂƚŝŽŶĚĞůĂŶĞƵƌŽƉĂƚŚŝĞĚŝĂďĠƚŝƋƵĞ
Dans ce travail de thèse nous avons défini deux stades de neuropathie sans et avec atteinte 
de la vitesse de conduction nerveuse, contrairement à la plupart des études existantes sur souris 
diabétiques neuropathiques (diabète de type 1 ou 2, induit ou génétique) qui ont toutes une 
atteinte de cette fonction (ou bien elle n’est pas évaluée) [Sullivan et al. 2008]. 
Bien que la vitesse de conduction nerveuse ne soit pas altérée dans notre modèle D4wk, la 
diminution de la densité en fibres nerveuses épidermiques démontre l’initiation de la 
dégradation nerveuse. De plus, la réponse rapide au test Tail Flick indique une hyperalgésie. 
Ce test évalue la durée de réaction réflexe [Irwin et al. 1951] de l’animal à la chaleur nocive. 
Les nocicepteurs thermiques présents sur les terminaisons nerveuses de la peau sont activés et 
engendrent un influx nerveux remontant jusqu’au GRD, induisant un réflexe musculaire de 
retrait de la queue. Ainsi ce test permet à la fois d’évaluer la sensibilité des nocicepteurs 
thermiques cutanés et la rapidité de réaction réflexe de l’animal. 
La diminution de la latence de réaction au test Tail Flick des D4wk (versus C4wk), en 
l’absence de modification de la MNCV, démontre une hypersensibilité des nocicepteurs. 
Pendant le test, la lampe chauffe de 32 à 60°C, plusieurs nocicepteurs thermiques sont donc 
susceptibles d’être activés : TRPV1 (>43°C) et TRPV2 (>54°C) [Lumpkin et al. 2007]. 
Cependant les souris contrôles (C4wk et C8wk) ont une réaction à ce test à environ 5.5sec, ce 
qui peut correspondre (5.5sec x incrémentation 2.8°C/sec = 47°C) à une activation des 
récepteurs TRPV1. La rapidité de réponse des D4wk au Tail Flick peut donc être interprétée 
comme une hypersensibilité de leurs récepteurs TRPV1 cutanés. 
L’hyperalgésie cutanée avec le diabète induit par STZ a déjà été observé chez le rat STZ 
avec une diminution du seuil de sensibilité à la chaleur après 2 semaines [Chen et al. 2011], et 
une baisse du seuil de sensibilité mécanique dès 1 semaine (et maintenue après 4 semaines) 
corrélée à une augmentation de l’expression épidermique de TRPV1 [Cui et al. 2014]. Chez 
l’homme, la neuropathie douloureuse serait également associée à une hypersensibilité de 
TRPV1 [Danigo et al. 2013]. 
Dans notre étude, la potentielle hypersensibilité de TRPV1 chez les D4wk pourrait être en 
partie expliquée par l’augmentation de la quantité de NGF présent dans leur peau non lésée. En 
effet, le NGF favorise la translocation à la membrane [Stein et al. 2006] et la phosphorylation 
[Zhang et al. 2005] de TRPV1 au niveau des fibres nerveuses, diminuant ainsi son seuil 
d’activation. 
ŝƐĐƵƐƐŝŽŶĞƚƉĞƌƐƉĞĐƚŝǀĞƐ 
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Les D8wk, comme les D4wk, ont une augmentation forte de NGF dans la peau, il n’est donc 
pas exclu d’avoir également une hypersensibilité de TRPV1 à ce stade de diabète. La durée de 
réaction plus longue au test Tail Flick des D8wk (versus D4wk et C8wk), pourrait être expliquée 
par la diminution de leur conduction nerveuse. En effet, TRPV1 est exprimé par les fibres 
nerveuses cutanées sensorielles C (non myélinisées) et Aį (myélinisée) [Caterina et al. 2001], 
et l’incrémentation de la température de la lampe de l’appareil Tail Flick étant supérieure à 
2°C/sec, ce test permet d’activer potentiellement aussi bien ces deux types de fibres nerveuses 
[Yeomans et al. 1996a, Yeomans et al. 1996b]. La démyélinisation partielle des fibres 
nerveuses chez les D8wk illustrée par la baisse de MNCV peut donc participer à retarder la 
réponse au Tail Flick. 
 
L’augmentation du NGF cutané a déjà été observée dans des modèles de diabète de type 1 
chez le rat à 4 semaines [Manni et al. 2011, Nori et al. 2013] (avec hyperalgésie à la chaleur) 
et chez la souris à 6 semaines [Christianson et al. 2003]. Or, il a été observé que l’expression 
génique de NGF par la peau était très augmentée suite à la dénervation chez le rat [Mearow et 
al. 1993], en particulier par les fibroblastes et les kératinocytes basaux. Il semble donc que 
l’augmentation du NGF cutané observée dans notre étude chez les D4wk et D8wk soit une 
réponse des cellules cutanées à l’installation de la neuropathie périphérique. Ces observations 
vont à l’encontre des données sur patients diabétiques (type 1) neuropathiques chez qui des taux 
faibles de NGF ont été dosés dans la peau, associée à une diminution de l’expression du NGF 
par les kératinocytes [Anand et al. 1996]. Cependant dans cette étude les patients présentaient 
une hypoalgésie à la chaleur, démontrant une atteinte neuropathique potentiellement plus sévère 
que dans notre modèle animal. 
L’augmentation de p75NTR dans la peau des D4wk et D8wk pourrait également faire suite 
à l’atteinte nerveuse, puisque ce récepteur a été retrouvé augmenté dans le derme et l’épiderme 
après constriction du nerf sciatique chez le rat [Peleshok et al. 2012].  
 
ŝŵŝŶƵƚŝŽŶĚĞůĂĚĞŶƐŝƚĠĞŶĨŝďƌĞƐŶĞƌǀĞƵƐĞƐŝŶƚƌĂĠƉŝĚĞƌŵŝƋƵĞƐ;/E&Ϳ
Dans notre étude, nous avons observé que le diabète conduisait à une diminution de la densité 
en fibres nerveuses au niveau de l’épiderme après 4 semaines, et que cette densité n’était pas 
altérée pas l’atteinte supplémentaire des grosses fibres myélinisées (8 semaines). Peu d’études 
ont analysé l’évolution de l’IENF chez la souris diabétique. Parmi elles, un modèle de souris 
diabétique STZ de souche MrgD/GFP, la densité en IENF n’est pas altérée après 4 semaines 
(versus contrôle) mais est diminuée après 8 semaines [Johnson et al. 2008]. Cependant dans ce 
modèle une diminution du nombre de fibres peptidergiques est observées dès 4 semaines. Il 
pourrait exister des différences de proportion entre fibres épidermiques peptidergiques et non-
peptidergiques entre ce modèle de souris et le nôtre (souche C57Bl6) qui expliqueraient la 
disparité de densités IENF observées à 4 semaines. 
Chez le patient la diminution de l’IENF est corrélée à la durée du diabète et le degré de 
neuropathie [Shun et al. 2004, Divisova et al. 2016]. Cependant, ces études ont été réalisées sur 
patients diabétiques de type 2, et chez la souris db/db (diabète de type 2) la diminution de 
l’IENF est également progressive [De Gregorio et al. 2018]. Dans notre modèle de diabète de 
type 1, la diminution drastique et rapide du signal neurotrophique de l’insuline via la destruction 
des cellules bêta du pancréas par la STZ pourrait également expliquer pourquoi il n’y a plus 
d’évolution de l’IENF dans notre modèle de souris STZ (diabète de type 1) entre D4wk et 
D8wk. 
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Dans notre étude, nous avons observé par western blot une diminution de la quantité totale 
de proCGRP dans la peau non lésée des D4wk, qui est confirmée par la baisse globale de 
l’immunomarquage du CGRP dans la peau et par la diminution apparente des fibres CGRP 
immunoréactives (Figure 53 B), et malgré l’étonnante surexpression par les cellules cutanées 
des gènes CALCA et CLACB (Figure 53 A) codant pour le CGRP. 
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Contrairement au CGRP, la substance P ne semble pas être diminuée dans la peau totale des 
D4wk. Bien qu’il ait été montré que la peau du patient diabétique neuropathique contenait une 
plus faible densité de fibres nerveuses SP et CGRP positives [Lindberger et al. 1989], en 
l’absence de fibres nerveuses la peau ex vivo sécrète toujours de la substance P mais pas de 
CGRP [Cheret et al. 2014]. Ceci démontre que les nerfs ne sont pas la seule source de SP dans 
la peau non lésée, contrairement au CGRP, et qu’ainsi, en cas de neuropathie, le taux global de 
CGRP dans la peau est le premier (versus SP) potentiellement impacté. Cependant, cela 
n’exclut pas la possibilité de la diminution, même minime, du nombre de fibres SP positives 
chez les D4wk. 
Dans notre étude, l’augmentation du taux de NEP dans la peau non lésée des souris STZ 
pourrait également favoriser la dégradation enzymatique [Katayama et al. 1991] du CGRP 
sécrété localement. L’accroissement du taux de NEP cutanée a déjà été observé chez la souris 
db/db [Spenny et al. 2002], de même que la suractivité de cette enzyme dans la peau de patients 
diabétiques [Antezana et al. 2002]. 
De plus, l’augmentation de l’expression de p75NTR dans la peau non lésée dès 4 semaines 
de diabète pourrait être le reflet d’une augmentation de ce récepteur à la surface des fibres 
nerveuses qui contribuerait à la diminution de synthèse du CGRP. En effet, il a été montré que 
les souris KO pour p75NTR étaient protégées de la diminution de synthèse de CGRP par les 
GDR suite à l’induction du diabète par STZ, contrairement aux souris exprimant le récepteur 
[Jiang et al. 2004]. 
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Ϯ͘ /ŵƉĂĐƚĚĞůĂŶĞƵƌŽƉĂƚŚŝĞĚŝĂďĠƚŝƋƵĞƐƵƌůĂƉĞĂƵŶŽŶůĠƐĠĞ
 
ƉŝĚĞƌŵĞƉůƵƐĨŝŶ
Dans notre étude nous avons observé que l’épaisseur de l’épiderme était très diminuée dès 
4 semaines de diabète. Cette finesse épidermique a déjà été reportée chez la souris STZ dès les 
premières semaines de diabète [Sakai et al. 2003] et dans d’autres modèles de rongeurs de 
diabète de type 1 [Chen et al. 2010] ou de type 2 [Taylor et al. 2011]. Dans ces études, cette 
observation est associée à une diminution de la prolifération des kératinocytes. Cette altération 
pourrait être le résultat de l’hyperglycémie, car il a été montré qu’un taux élevé de glucose 
réduisait la capacité proliférative in vitro de ces cellules [Spravchikov et al. 2001, Hu et al. 
2016]. La diminution de la signalisation à l’insuline peut également impacter négativement la 
prolifération kératinocytaire [Wertheimer et al. 2001, Mainzer et al. 2018]. 
Cependant, la neuropathie avec altération des petites fibres nerveuses semble jouer un rôle 
important dans la finesse épidermique, puisque dans notre modèle de souris STZ, bien que la 
durée de diabète soit différente entre les D4wk et les D8wk, leur densité IENF et l’épaisseur de 
leur épiderme ne sont pas différentes. La diminution (versus contrôle) sans évolution de l’IENF 
et de l’épaisseur épidermique entre différentes durées de diabète a également été rapportée chez 
le rat STZ (4/6/8 semaines [Kambiz et al. 2015], 6/12 mois [Jelicic Kadic et al. 2014]). 
Les fibres nerveuses cutanées sécrètent de nombreux neuromédiateurs qui peuvent stimuler 
la prolifération kératinocytaire, comme démontré par la réinnervation d’explants de peau 
[Lebonvallet et al. 2012] ou de modèle in vitro 3D de peau [Roggenkamp et al. 2013]. Dans ce 
dernier article, le CGRP est très majoritairement responsable de la contribution des nerfs sur la 
prolifération et l’épaisseur de l’épiderme. Ainsi, la diminution du CGRP observé dans notre 
étude pourrait contribuer à la diminution de l’épaisseur de l’épiderme. 
La substance P est souvent rapportée comme augmentant la prolifération épidermique dans 
les revues. Cependant, les études citées [Tanaka et al. 1988, Shi et al. 2013] ont été réalisées 
sur lignées de kératinocytes de rongeur, et l’action de la SP sur kératinocytes primaires n’a pas 
montré d’effet sur leur prolifération [Roggenkamp et al. 2013, Blais et al. 2014]. Ainsi, même 
si le taux cutané de SP n’est pas diminué chez les D4wk, cela peut ne pas avoir d’effet bénéfique 
sur l’épaisseur épidermique. 
 
Les récepteurs au NGF sont exprimés par les nerfs, mais également par les kératinocytes 
[Shibayama et al. 1996, Liang et al. 1999]. Or, le NGF est responsable de l’arrêt de la 
prolifération et de l’entrée en différenciation des kératinocytes lorsqu’il se fixe sur p75NTR 
[Truzzi et al. 2011], contrairement à l’activation de TrkA qui stimule la prolifération 
épidermique [Pincelli et al. 2000]. La forte augmentation de p75NTR avec la neuropathie 
diabétique (D4wk et D8wk), sans changement de l’expression globale de TrkA, pourrait refléter 
la modification de la proportion de ces deux récepteurs à la surface des kératinocytes, qui 
contribuerait à la finesse épidermique. 
 
La finesse épidermique avec le diabète n’a que très peu été reportée chez l’homme. 
Cependant une tendance à la diminution de l’épaisseur épidermique a été notée dans la peau du 
pied non lésée chez des patients diabétiques âgés (sans statut neuropathique renseigné) [Wang 
et al. 2011]. Cette différence d’atteinte épidermique avec le diabète entre l’homme et le rongeur 
peut être due au contrôle de la glycémie, limitant l’apparition des complications. 
ŝƐĐƵƐƐŝŽŶĞƚƉĞƌƐƉĞĐƚŝǀĞƐ 
ϭϯϵ
 
 
^ĠĐŚĞƌĞƐƐĞĐƵƚĂŶĠĞ
Dans ce travail de thèse, on observe que les souris STZ ont une importante sécheresse 
cutanée dès 4 semaines, et qui n’est que légèrement aggravée à 8 semaines. Ceci a déjà été 
rapporté sur souris diabétiques de type 1 dès 2 semaines [Sakai et al. 2003], où la composition 
en lipides du sébum semble altérée. Les glandes sébacées n’étant pas innervées [Reznik 1996], 
il semble que cette sécheresse soit le résultat de l’hyperglycémie chronique. 
Une sécheresse cutanée est également retrouvée chez les patients diabétiques associée à une 
diminution de l’activité des glandes sébacées [Sakai et al. 2005, Seirafi et al. 2009], mais aussi 
à la baisse de la fonction des glandes sudoripares par la neuropathie [Sheshah et al. 2016]. Les 
souris étant dépourvues de glandes sudoripares au niveau de la peau dorsale [Sundberg et al. 
1996], cette contribution ne peut être observée dans notre modèle. 
 
ŝŵŝŶƵƚŝŽŶĚĞůĂƌĠƐŝƐƚĂŶĐĞĞƚĚĞů͛ĠůĂƐƚŝĐŝƚĠĐƵƚĂŶĠĞ
Les souris diabétiques neuropathiques ont une peau qui se déforme davantage et revient 
moins en place que la peau des souris contrôles. Ces propriétés mécaniques cutanées altérées 
ont déjà été observées chez la souris db/db et chez le patient diabétique, corrélées à la baisse du 
contenu dermique en collagène de type 1 par l’augmentation en MMP [Bermudez et al. 2011]. 
Dans une autre étude, à l’inverse, une augmentation de la rigidité et une baisse de la déformation 
cutanées ont été observées chez les patients diabétiques [Argyropoulos et al. 2016], mais cette 
divergence pourrait être due à la réticulation de la matrice extracellulaire, via la glycation 
[Reihsner et al. 2000] ou l’augmentation de l’enzyme LOX [Argyropoulos et al. 2016]. La 
contribution de la neuropathie dans l’altération des propriétés mécaniques de la peau ne peut 
être estimée, puisque ces trois études réalisées chez l’homme n’ont pas caractérisé le système 
nerveux périphérique, et qu’il n’existe pas, à notre connaissance d’étude ayant recherché une 
éventuelle corrélation entre la présence d’une neuropathie périphérique et ces paramètres.  
 
ϯ͘ /ŵƉůŝĐĂƚŝŽŶĚĞ ůĂŶĞƵƌŽƉĂƚŚŝĞĚŝĂďĠƚŝƋƵĞĚĂŶƐ ůĂŐƌĂǀŝƚĠĚĞ ůĂ
ůĠƐŝŽŶĂǀĞĐůĂŶĞƵƌŽƉĂƚŚŝĞĚŝĂďĠƚŝƋƵĞ
YƵĂůŝƚĠĚƵŵŽĚğůĞĚ͛ŝŶĚƵĐƚŝŽŶĚĞů͛ƵůĐğƌĞĚĞƉƌĞƐƐŝŽŶ
La plupart des études sur l’ulcère de pression ont montré un développement « bottom-up » 
(atteinte des tissus profonds puis des tissus superficiels cutanés), notamment en raison de la 
plus faible résistance des tissus musculaires [Bouten 1996]. En effet lors de la mise au point de 
notre modèle d’induction de lésion de pression, nous avons observé que la pression seule (avec 
protection contre le léchage par le film) induisait une dégradation du derme profond jusqu’au 
muscle cutané, mais que seul l’ajout de la friction permettait la dégradation de l’épiderme. Très 
peu de publications existent induisant un ulcère de pression chez la souris diabétique de type 1 
avec lésion de l’épiderme. L’étude de Demiot et coll. [Demiot et al. 2011] utilise uniquement 
des aimants (pas de friction) mais avec une pression très importante (2000 mmHg contre 420 
mmHg dans notre modèle). Le kératinocyte, grâce à ses filaments de kératine, est une cellule 
bien plus résistante à la pression que les autres types cellulaires [Lulevich et al. 2010], ainsi la 
pression utilisée dans notre modèle peut ne pas suffire à induire leur destruction. 
Néanmoins, notre modèle semble plus proche des facteurs à l’origine de l’ulcère de pression 
chez l’homme chez qui la pression au niveau des tissus lors de la position assise ou allongée est 
de 50 à 500 mmHg [Reilly et al. 2007], à laquelle sont associés de minimes mouvements répétés 
(repositionnement sur une chaise, pied/chaussure) qui induisent une friction et qui, par la 
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création de forces de cisaillement parallèles à la surface de la peau [Brienza et al. 2015], 
pourraient induire une destruction supra-basale de l’épiderme [Dinsdale 1973, Dinsdale 1974] 
à l’origine de la lésion ouverte. 
Ainsi, notre modèle de lésion réalisé par la répétition d’une pression modérée et d’une 
friction semble reproduire davantage les facteurs déclenchant l’ulcère de pression au niveau du 
pied chez le patient diabétique. 
 
/ŵƉůŝĐĂƚŝŽŶĚĞƐ ĐĂƌĂĐƚĠƌŝƐƚŝƋƵĞƐ ƐƚƌƵĐƚƵƌĞůůĞƐ ĞƚƉŚǇƐŝƋƵĞƐ ĐƵƚĂŶĠĞƐĚĂŶƐ ůĂŐƌĂǀŝƚĠĚĞ ůĂ
ůĠƐŝŽŶĂǀĞĐůĂŶĞƵƌŽƉĂƚŚŝĞĚŝĂďĠƚŝƋƵĞ
Dans ce travail de thèse, nous avons observé que la surface lésée après compression et 
friction de la peau était supérieure chez les souris diabétiques neuropathiques, comparativement 
aux souris contrôles, dès 4 semaines (D4wk), et était encore augmentée après 8 semaines 
(D8wk). Il semble donc y avoir une relation directe entre le degré de neuropathie diabétique et 
la résistance de la peau à la combinaison des forces mécaniques de pression et de cisaillement. 
Le diabète induit une lâcheté de la peau de souris qui s’accentue à 8 semaines. Or la 
distorsion tissulaire provoquée par la pression [Bouten et al. 2001] induit dommages et mort 
cellulaire [Oomens et al. 2015]. Ainsi lors de la compression par les aimants, l’augmentation 
de la déformation de la peau par la neuropathie diabétique et sa sévérité peut contribuer à 
augmenter la surface nécrotique, comparativement à la peau contrôle.  
Dans notre étude, l’hydratation des couches superficielles de l’épiderme est également très 
altérée avec le diabète. Il a été montré que la sécheresse du Stratum corneum rendait l’épiderme 
plus rigide, favorisant sa fissure lors de la déformation [Engebretsen et al. 2016] et augmentant 
les contraintes mécaniques perçues par les tissus sous-jacents [Atlas et al. 2009].  
La disparition dès le stade D4wk du tissu adipeux (ayant entre autre un rôle de coussin 
[Joodaki et al. 2018]) avec le diabète de type 1 pourrait également participer à la diminution de 
la résistance de la peau face à la déformation. 
Bien que l’épiderme avant lésion soit légèrement plus fin chez les C8wk que chez les C4wk 
sans différence de surface de lésion de pression, la forte diminution de l’épaisseur de l’épiderme 
observée avec la neuropathie diabétique pourrait contribuer à la fragilité cutanée.  
 
/ŵƉůŝĐĂƚŝŽŶĚĞƐŶĞƵƌŽŵĠĚŝĂƚĞƵƌƐĚĂŶƐůĂŐƌĂǀŝƚĠĚĞůĂůĠƐŝŽŶĂǀĞĐůĂŶĞƵƌŽƉĂƚŚŝĞĚŝĂďĠƚŝƋƵĞ
La peau non lésée des souris D4wk de notre étude présente moins de CGRP, sans différence 
de la quantité de SP, comparativement aux C4wk. On observe également à J5 un retard 
d’inflammation (versus C4wk). Or, Danigo et coll. [Danigo et al. 2014] ont démontré, dans un 
modèle de souris neuropathique non diabétique et de souris contrôle avec antagonistes, le rôle 
protecteur du CGRP et/ou de la SP libérés par les fibres nerveuses contre l’étendue des lésions 
de pression qui, selon ces auteurs, pourrait être attribué à leur capacité à induire une 
inflammation neurogène dans les premières heures suivant le retrait des aimants. Ainsi, dans 
notre modèle in vivo, la diminution du CGRP cutané avant lésion pourrait contribuer à 
l’augmentation de la surface lésée. Ceci semble être confirmé par le modèle ex vivo, privé de la 
sécrétion de neuropeptides par les nerfs, où peau contrôle et peau diabétique développent une 
lésion équivalente (nécrose cellulaire sur 100% de la zone compressée). Il aurait été intéressant 
de pouvoir comparer de manière précise l’expression du CGRP et de la SP entre D4wk et D8wk 
afin d’évaluer la contribution de l’atteinte neuropathique sévère sur ces neuropeptides, mais 
l’absence de peau parfaitement non lésée dans le groupe C8wk (cf. Annexe 4 page 238) ne 
permet pas de dissocier l’effet de l’âge ou de l’évolution de la neuropathie diabétique. 
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Cependant, on constate une quasi-absence de cellules immunitaires à J5 chez les D8wk, ce qui 
pourrait illustrer une baisse prononcée de l’inflammation neurogène. 
 
 
D’après la bibliographie et nos observations, il semble donc que l’augmentation de la 
surface lésée chez les D4wk et les D8wk soit en partie due au diabète lui-même (sécheresse 
et lâcheté cutanées) et en partie due à la neuropathie périphérique (finesse épidermique, 
et CGRP/inflammation neurogène). On démontre ainsi que la neuropathie diabétique 
avec atteinte des petites fibres uniquement altère d’ores et déjà la peau face à la 
pression/friction.  
 
Le pied diabétique est une lésion qui cicatrise mal voire pas, et les études animales pour 
mieux comprendre les mécanismes altérés par le diabète et la neuropathie ont essentiellement 
été réalisées sur plaie d’excision, ce type de plaie ne reproduisant que partiellement le processus 
de cicatrisation de la lésion de pression. Dans ce travail de thèse, après avoir induit un ulcère 
de pression/friction chez la souris, nous avons étudié la durée de fermeture selon le degré de 
neuropathie, et analysé la cinétique de certains marqueurs biologiques pouvant contribuer au 
retard de cicatrisation. 
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//͘ >ĞĚŝĂďğƚĞĞƚůĂƐĠǀĠƌŝƚĠĚĞůĂŶĞƵƌŽƉĂƚŚŝĞŝŶĚƵŝƐĞŶƚ
ƵŶƌĞƚĂƌĚĚĞĨĞƌŵĞƚƵƌĞĚĞůĂůĠƐŝŽŶ͕ƉŽƚĞŶƚŝĞůůĞŵĞŶƚ
ǀŝĂ ů͛ĂůƚĠƌĂƚŝŽŶ ĚƵ ƌĠĐĞƉƚĞƵƌ ĂƵ 'ZW Ğƚ ĚĞ ůĂ
ƉĠƌŝŽƐƚŝŶĞ
 
Dans ce travail de thèse, nous avons observé un retard de fermeture de la lésion de pression 
par la présence et la sévérité de la neuropathie diabétique. Ce retard de cicatrisation 
macroscopique peut être expliqué, outre par le fait que la lésion était plus grande au départ, par 
un retard de la réépithélialisation et une contraction du tissu lésé moins importante chez les 
souris diabétiques que chez les souris contrôles. 
 
ϭ͘ &ĞƌŵĞƚƵƌĞĚĞů͛ƵůĐğƌĞĚĞƉƌĞƐƐŝŽŶ
/ŶƚĠƌġƚĚĞůĂŐƌŝůůĞZŽDdƉŽƵƌů͛ĠǀĂůƵĂƚŝŽŶĚƵũŽƵƌĚĞĨĞƌŵĞƚƵƌĞĚ͛ƵŶĞůĠƐŝŽŶ
La plupart des études animales sur la cicatrisation mesurent la surface lésée macroscopique 
pour évaluer l’éventuel délai de cicatrisation. Dans ces études, le suivi de la surface lésée est 
généralement réalisé jusqu’à un jour donné où, la surface augmentée dans un groupe versus 
contrôle est considérée comme un retard de cicatrisation (par exemple : [Tellechea et al. 2016]). 
Lorsque la surface lésée est évaluée jusqu’à disparition (0 mm² de lésion), c’est le jour où la 
surface lésée est égale à 0mm² qui est considérée comme le jour de « fermeture » (« closed 
wound ») et qui permet de définir un retard de cicatrisation par rapport au jour de fermeture du 
groupe contrôle (par exemple : [Wong et al. 2015]). Dans ces études, la zone cutanée considérée 
visuellement comme lésée ou non n’est jamais définie, il peut donc exister une évaluation plus 
ou moins objective, et certainement différente, entre les multiples études sur animaux. 
À notre connaissance, un seul outil a été développé et publié pour l’analyse de l’évolution 
de la lésion chez l’animal : le EWAT (experimental wound assessment tool) [Lima et al. 2018]. 
D’après ses auteurs, cet outil permet de mieux définir et quantifier les différents aspects d’une 
lésion de pression (8 paramètres dont surface de lésion, couleur de la lésion, aspect des contours, 
profondeur, couches tissulaires apparentes…), et la somme des paramètres gradés permet d’en 
évaluer la gravité. Bien que cet outil puisse aider à comparer l’évolution de plusieurs lésions, 
elle n’a pas été validée pour évaluer sa fermeture. 
Dans notre étude nous souhaitions pouvoir comparer la durée de fermeture des lésions, 
cependant, nous avons constaté qu’il était difficile d’évaluer ce jour puisqu’il subsiste toujours 
une surface cicatricielle (de quelques mm²) d’aspect plus ou moins rosé ou squameux et de 
taille variable inter- et intra-groupes, qui n’évolue que très peu en 7 jours (résultats non 
présentés dans ce mémoire). C’est pourquoi la grille paramétrée CRoMT a été développée, et 
que des critères visuels d’une lésion fermée ont été définis, indépendamment de la surface 
métrique. Ces critères visuels semblent de plus être corrélés à la présence d’une seule assise 
kératinocytaire positive pour la kératine 14 démontrant l’entrée en différenciation des couches 
supérieures [Fuchs et al. 1980] et donc l’arrêt de la phase d’hyperprolifération épidermique. 
Ceci a été confirmé par l’analyse histologique des groupes C/D 4/8wk chez qui l’épaisseur du 
néoépiderme à Jf est proche de l’épaisseur avant lésion.  
L’état du néoderme a également été évalué histologiquement par le laboratoire indépendant 
(densité de fibroblastes et myofibroblastes, densité de la néovascularisation, proportion des 
collagènes de types I et III et orientation des fibres), mais il n’a pas été retrouvé de corrélation 
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entre la fin de la phase proliférative du tissu de granulation (peu/pas de myofibroblastes, densité 
matricielle importante, vascularisation modérée à faible) et les scores CRoMT (résultats non 
présentés dans ce mémoire), notamment en raison d’une grande variabilité interindividuelle. 
C’est pourquoi il est délicat d’interpréter les observations histologiques du derme à Jf dans nos 
groupes C/D 4/8wk prélevés à des temps différents. 
 
ZĞƚĂƌĚĚĞĨĞƌŵĞƚƵƌĞĞŶƉƌĠƐĞŶĐĞĚĞŶĞƵƌŽƉĂƚŚŝĞĚŝĂďĠƚŝƋƵĞĞƚĞŶĨŽŶĐƚŝŽŶĚĞƐĂƐĠǀĠƌŝƚĠ
La surface lésionnelle de l’ulcère de pression évolue très lentement les derniers jours, quel 
que soit le groupe, mais la grille CRoMT a permis de déterminer qu’il y avait un retard de 
fermeture de la lésion de pression avec la neuropathie diabétique (D4wk, J23) et sa sévérité 
(D8wk, J27), comparativement aux groupes contrôles (J19). Il n’existe pas d’étude chez 
l’animal regardant la cinétique de cicatrisation de l’ulcère de pression jusqu’à fermeture, ni 
d’étude utilisant ce type de critères visuels pour déterminer la durée de fermeture d’une lésion. 
Cependant, de nombreux articles ont démontré le retard de cicatrisation post-excision chez 
l’animal diabétique (type 1 et 2) [Cheng et al. 2018]. En outre, il ne semble pas exister d’études 
comparant la durée de fermeture de lésion chez l’animal avec différentes durées de diabète. 
Quelques études cliniques [Ince et al. 2007, Yotsu et al. 2014] ont tenté de déterminer quels 
facteurs (degré de neuropathie périphérique, type de durée de diabète, contrôle de la glycémie, 
âge, artériopathie, infection …) étaient les plus prédictifs du pronostic de fermeture de l’ulcère 
du pied diabétique, cependant les résultats divergent, probablement en raison de la grande 
variabilité de l’historique des patients et de l’étiologie de leurs lésions. De plus, dans ces études, 
l’évaluation de la neuropathie périphérique est réalisée sans examen histologique ; or les fibres 
nerveuses cutanées peuvent être déjà endommagées sans signe clinique de neuropathie [Levy 
et al. 1989], ceci démontrant la difficulté d’évaluer le degré de neuropathie dans les études 
cliniques. 
 
/ŶƚĠƌġƚĚƵŵŽĚğůĞĞǆǀŝǀŽƉŽƵƌů͛ĠǀĂůƵĂƚŝŽŶĚĞůĂƌĠĠƉŝƚŚĠůŝĂůŝƐĂƚŝŽŶ
Le retard de fermeture de l’épiderme in vivo peut également être évalué par l’analyse 
histologique de la peau (par exemple : [Saito et al. 2008]), mais cela nécessite la mise à mort, 
augmentant le nombre d’animaux utilisés dans l’étude. 
Dans ce travail de thèse, un modèle ex vivo a été développé dans le but futur de limiter 
l’utilisation d’animaux si ce modèle peut reproduire en partie des aspects de la cicatrisation in 
vivo de l’ulcère de pression diabétique. Nous avons constaté que chez les souris in vivo comme 
sur la peau ex vivo, on retrouve un retard de réépidermisation croissant avec la durée de 
neuropathie diabétique. La peau de souris D4wk en cours de cicatrisation post-compression ex 
vivo sécrète moins d’EGF, PDGF, VEGF et IL-10, et plus d’IL-1beta que la peau contrôle, ce 
qui a également été observé dans les lésions des patients diabétiques [Galkowska et al. 2006, 
Mirza et al. 2013], et elle sécrète moins de IL-1RA, dont la concentration plasmatique est 
diminuée chez les patients diabétiques de type 1 nouvellement diagnostiqués [Netea et al. 
1997]. On retrouve également une expression augmentée de sRAGE, déjà rapportée dans la 
peau de patients diabétiques de type 1 [Bakker et al. 2015]. 
Tout ceci indique que le modèle ex vivo de compression pourrait contribuer à l’analyse de 
certains processus altérés par la neuropathie diabétique et de cribler des actifs permettant leur 
modulation, avant de valider les résultats in vivo sur un plus petit nombre d’animaux. 
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Ϯ͘ ZĞƚĂƌĚĚĞƌĠĠƉŝƚŚĠůŝĂůŝƐĂƚŝŽŶƉŽƚĞŶƚŝĞůůĞŵĞŶƚĚƵĞăů͛ĂůƚĠƌĂƚŝŽŶ
ĚƵƌĠĐĞƉƚĞƵƌĂƵ'ZW
Par l’analyse histologique des lésions de pression à J5 et J10, nous avons observé qu’il y 
avait un retard de réépithélialisation chez les souris diabétiques (J10 versus J5 chez les 
contrôles), qui semble être accentué chez les D8wk comparativement aux D4wk. Ceci a été 
confirmé dans le modèle ex vivo. 
La réépithélialisation nécessite la migration des kératinocytes au front des berges, et la 
prolifération des kératinocytes en aval, ces deux zones pouvant être identifiées 
histologiquement lors de la cicatrisation cutanée chez la souris par l’augmentation de 
l’épaisseur du néoépiderme au niveau des kératinocytes prolifératifs [Aragona et al. 2017]. 
Dans notre étude, l’épaisseur maximale du néoépiderme est diminuée chez les souris 
diabétiques neuropathiques à J5 et J10 (sans différence entre D4wk et D8wk), comparativement 
aux contrôles, démontrant une baisse importante de la prolifération kératinocytaire au cours de 
la cicatrisation de l’ulcère de pression. Cette observation semble contradictoire avec 
l’hyperprolifération kératinocytaire observée dans les berges de lésions plantaires chroniques 
de patients diabétiques [Galkowska et al. 2003, Usui et al. 2008], cependant dans ces études, 
l’infection et la présence éventuelle d’une artériopathie pourrait perturber le 
microenvironnement et être à l’origine de ce phénotype kératinocytaire [Galkowska et al. 
2003]. De plus, dans notre modèle murin diabétique neuropathique, bien que la fermeture soit 
retardée, la lésion n’est pas chronique. 
 
Le CGRP stimule la prolifération kératinocytaire [Seike et al. 2002, Roggenkamp et al. 
2013] et son déficit pourrait participer à la finesse du néoépiderme observée et au retard de 
cicatrisation, cependant, son expression et celle de leur récepteur n’ont jamais été étudiées 
pendant la cicatrisation avec le diabète. 
Dans notre étude, de manière surprenante, bien que le taux de proCGRP soit plus faible dans 
la peau non lésée des D4wk que des C4wk, à J5 le taux est augmenté et similaire dans les deux 
groupes. La surexpression toujours présente à J5 des gènes du CGRP par les cellules de la peau 
des D4wk (Figure 54 A) pourrait participer à cette augmentation. 
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L’expression de CGRP par les kératinocytes a précédemment été montré in vitro [Hou et al. 
2011, Roggenkamp et al. 2013]. Dans notre étude, l’immunomarquage réalisé sur peau lésée à 
J5 (Figure 54 B) semble indiquer que l’épiderme est une source majeure de CGRP lors de la 
cicatrisation de l’ulcère de pression, avec une augmentation de l’immunomarquage entre 
épiderme non lésé (Figure 54 B, zooms 1 et 3) et berge/néoépiderme (Figure 54 B, zooms 2 et 
4) aussi bien chez les contrôles que chez les diabétiques. 
 
Puisque la synthèse de CGRP ne semble pas être affectée durant la cicatrisation avec le 
diabète, nous avons étudié l’expression de son récepteur spécifique (le complexe RAMP1-
CLR-RCP [Hay et al. 2018]). L’immunomarquage sur coupe de peau et la quantification par 
western blot de RAMP1 et CLR au cours de la cicatrisation ont révélé que ces deux protéines 
sont surexprimées dès J5 chez les C4wk, particulièrement au niveau du néoépiderme, ce qui est 
cohérent avec l’augmentation transitoire de l’expression génique de RAMP1 observée pendant 
la formation de l’épiderme reconstruit in vitro [Hou et al. 2011]. De plus, ces protéines 
démontrent une localisation intracellulaire au niveau des kératinocytes du néoépiderme épais. 
À l’inverse, le pic de surexpression de RAMP1 et CLR est retardé à J10 chez les D4wk, avec 
une localisation qui ne semble pas purement intracellulaire au niveau du néoépiderme épais. Il 
a été montré in vitro que ces deux sous-unités du récepteur au CGRP sont internalisées après 
l’activation par leur ligand [Cottrell et al. 2007], ce qui suggère que dans notre étude, RAMP1 
et CLR pourraient ne pas être correctement activés durant la cicatrisation de l’ulcère de pression 
chez les D4wk. 
RAMP1 et CLR sont deux protéines qui peuvent chacune se complexer à d’autres protéines, 
formant ainsi des récepteurs pour d’autres ligands que le CGRP [Hay et al. 2018]. De plus, 
RAMP1-CLR doit se complexer à RCP au niveau membranaire afin de permettre la 
signalisation intracellulaire du CGRP [Egea et al. 2012]. Par conséquent, nous avons vérifié la 
présence du complexe RAMP1-CLR-RCP par immunoprécipitation, qui semble indiquer que 
le complexe est présent dès J5 chez les C4wk mais seulement à J10 chez les D4wk. Ce délai 
pourrait être expliqué par le fait que CLR n’est surexprimé qu’à J10, et que RAMP1 et CLR 
doivent être exprimés simultanément pour pouvoir se complexer l’un à l’autre [Kuwasako et 
al. 2000]. 
RAMP1 joue le rôle de chaperonne pour CLR et permet sa glycosylation sans laquelle le 
CGRP ne peut pas se fixer au récepteur [Hilairet et al. 2001b]. Dans notre étude, bien que le 
complexe récepteur semble présent à J10 chez les D4wk, le taux de CLR glycosylé observé en 
western blot, contrairement aux C4wk, n’est pas augmenté. Cela suggère que la maturation du 
CLR pourrait être affectée chez les D4wk ; tout comme il a déjà été rapporté un défaut de 
modification post-traductionnelle d’autres protéines avec le diabète [Mellor et al. 2015]. 
 
En résumé, bien que chez les D4wk l’expression du CGRP ne semble pas être altérée 
pendant la cicatrisation de l’ulcère de pression, l’expression de son récepteur est retardée 
et possiblement non correctement glycosylé, ce qui aboutirait à sa non-fonctionnalité. La 
correcte expression du CGRP accompagnée d’un défaut d’expression de CLR avec le diabète a 
déjà été observée chez le rat STZ au niveau cardiaque [Chottová Dvoráková et al. 2005]. 
Dans notre étude, nous avons constaté qu’au cours de la cicatrisation de l’ulcère de pression, 
le CGRP et ses récepteurs semblaient être majoritairement exprimés par l’épiderme. Dans notre 
modèle ex vivo, en l’absence de systèmes nerveux / immunitaires / vasculaires fonctionnels, la 
peau diabétique neuropathique réépithélialise moins vite que la peau contrôle, avec un 
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néoépiderme visuellement plus fin. Il se pourrait donc que le défaut d’expression/formation du 
récepteur au CGRP soit acquise par l’épiderme et que la peau garde ce phénotype même une 
fois mise en culture. L’analyse de ce récepteur ex vivo pourrait renseigner sur cet éventuel pré-
conditionnement par la neuropathie diabétique, ou sur les causes de cette altération. 
D’après une récente étude, le CGRP peut se fixer avec la même affinité sur le complexe 
RAMP1-CLR que sur le complexe RAMP1-CTR (également récepteur de l’amyline) [Hay et 
al. 2018], cependant dans notre étude in vivo l’expression de CTR n’a pas été détectée au niveau 
génique que ce soit dans la peau lésée ou non lésée, diabétique ou contrôle (résultats non 
présentés). De ce fait, le complexe RAMP1-CLR-RCP est très probablement le principal 
récepteur au CGRP présent dans la peau de souris dans les conditions d’étude, et son altération 
chez les D4wk pourrait participer au défaut de cicatrisation observé. 
 
Un défaut de migration des kératinocytes pourrait également participer au retard de 
réépithélialisation observé ici. Le CGRP n’a pas d’effet démontré sur ce processus, 
contrairement à la substance P [Blais et al. 2014]. Dans notre étude, bien que le niveau de 
substance P dans la peau totale au cours de la cicatrisation des D4wk ne semble pas très différent 
de celui des C4wk, l’augmentation du récepteur NK1R est plus lente avec des taux plus faibles 
à J5 et J10 que chez les C4wk. Si l’expression de NK1R est déficitaire au niveau épidermique, 
l’action migratoire de la SP pourrait être limitée. Cependant, l’expression génique dans la peau 
des D4wk des MMP-9, -10 et -13 (MMP caractéristiques de la langue migratoire [Saarialho-
Kere et al. 1994, Aragona et al. 2017]) (cf. Figure S3 en Annexe 5) est augmentée et prolongée 
par rapport aux C4wk. Il serait donc nécessaire d’approfondir les analyses afin de déterminer 
s’il y a ou non retard de migration dans notre modèle, d’autant qu’il a déjà été montré une 
inhibition de la migration kératinocytaire dans la plaie chronique du patient diabétique 
[Stojadinovic et al. 2005]. 
 
ϯ͘ ĠĨĂƵƚĚĞĐŽŶƚƌĂĐƚŝŽŶĚĞůĂůĠƐŝŽŶ
Nous avons observé que la surface lésée diminuait moins rapidement entre J7 et J12 chez les 
souris diabétiques neuropathiques, et qu’à Jf leur surface lésée relative était supérieure à celles 
des groupes contrôles. Ceci semble indiquer un défaut de contraction de la lésion chez les D4wk 
et D8wk, qui engendre une surface plus importante à régénérer, allongeant la durée de 
cicatrisation.  
La contraction au cours de la cicatrisation est médiée par l’action contractile des 
myofibroblastes, à laquelle s’ajoute chez les rongeurs l’effet de la contraction du muscle cutané 
[Hayward et al. 1991]. Cependant, le défaut de contraction observé dans notre étude a déjà été 
rapporté chez les souris diabétiques [Albertson et al. 1993], ainsi que la diminution du nombre 
de myofibroblastes dans l’ulcère diabétique chez l’homme [Olerud et al. 1995]. 
La modulation de certains marqueurs biologiques étudiés pendant ce travail pourrait 
contribuer à ce défaut de contraction cutanée. 
 
WŽƚĞŶƚŝĞůůĞŝŵƉůŝĐĂƚŝŽŶĚĞƐŶĞƵƌŽŵĠĚŝĂƚĞƵƌƐ
Le CGRP, la SP [Cheret et al. 2014, Um et al. 2016], le NGF [Palazzo et al. 2012] participent 
à la transition fibroblastes-myofibroblastes. 
Le NGF n’est que quasiment pas détecté pendant la cicatrisation chez les souris contrôles et 
diabétiques, et ne semble donc pas être impliqué dans l’éventuel défaut de contraction des 
D4wk et D8wk. 
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L’immunomarquage des sous-unités RAMP1 et CLR pendant la cicatrisation a permis 
d’observer une expression de ses protéines au niveau du tissu de granulation chez les C4wk, 
contrairement aux D4wk. L’absence d’expression de ces récepteurs au niveau sous-
épidermique chez les D4wk pourrait limiter l’effet contractile du CGRP. 
La diminution de l’expression de NK1R, récepteur de la SP, pourrait être le reflet d’un défaut 
de synthèse de ce récepteur par les fibroblastes, limitant par conséquent leur transformation. La 
réalisation d’un immunomarquage de NK1R permettrait de vérifier son expression au niveau 
du tissu de granulation chez la souris diabétique neuropathique. 
 
WŽƚĞŶƚŝĞůůĞŝŵƉůŝĐĂƚŝŽŶĚĞůĂƉĠƌŝŽƐƚŝŶĞ
Nous avons observé in vivo que la périostine n’était pas détectable dans la peau non lésée et 
à J5, et que son niveau augmentait à J10 et Jf, mais avec un taux plus faible chez les souris 
diabétiques neuropathiques que chez les souris contrôles. Cette sous-expression de la périostine 
a été confirmée par l’analyse du sécrétome ex vivo. 
La périostine est une protéine matricellulaire initialement identifiée dans les ostéoblastes et 
le périoste [Takeshita et al. 1993, Horiuchi et al. 1999], et ce n’est qu’en 2007 qu’elle a été 
décrite pour la première fois dans la peau, démontrant son rôle dans la fibrillogenèse du 
collagène de type I dans le derme [Norris et al. 2007] et son implication dans la fibrose cutanée 
[Wang et al. 2007, Yang et al. 2012]. Par la suite, il a été démontré que la périostine est 
faiblement exprimée dans la peau saine, mais qu’au cours de la cicatrisation post-excision chez 
la souris son expression augmente (pic protéique à J7) avec une localisation dans tout 
l’épiderme et au niveau extracellulaire dans le tissu de granulation où elle est colocalisée avec 
Į-SMA [Jackson-Boeters et al. 2009]. Les études suivantes sur souris ont confirmé cette 
surexpression spatio-temporelle et ont montré que l’ablation de cette protéine modifie la 
cinétique de cicatrisation (moins rapide vers J5-J7) [Zhou et al. 2010, Nishiyama et al. 2011, 
Elliott et al. 2012, Ontsuka et al. 2012]. En effet, la périostine et le TGF-ȕ s’autorégulent et 
induisent la différenciation des fibroblastes dermiques en myofibroblastes [Zhou et al. 2010, 
Kanaoka et al. 2018], permettant la contraction de la plaie, ce qui peut contribuer à ce 
changement de cinétique [Elliott et al. 2012]. De plus la périostine favorise la prolifération des 
myofibroblastes [Crawford et al. 2015], augmentant ainsi son effet. 
Dans notre étude, la diminution de l’expression de la périostine au niveau dermique chez les 
D4wk pourrait contribuer à une plus faible contraction du tissu par les myofibroblastes, et 
expliquerait la différence de cinétique observée entre J7 et J12 et la surface relative plus grande 
à Jf. 
Nous avons également observé une plus faible surexpression de la périostine au niveau du 
néoépiderme chez les D4wk (versus C4wk), mais le rôle de cette protéine sur les kératinocytes 
au cours de la cicatrisation n’est à ce jour pas élucidé. 
 
Il n’y a, à ce jour, pas de publication sur l’expression de la périostine avec la cicatrisation 
cutanée et le diabète permettant de confronter nos résultats. 
Chez les patients diabétiques de type 2, la concentration plasmatique de la périostine est 
augmentée [Luo et al. 2016], et corrèle avec la présence d’une néphropathie [El-Dawla et al. 
2019] ou d’une rétinopathie [Ding et al. 2018], et l’expression génique de la périostine est 
augmentée dans le tissu adipeux sous-cutané [Graja et al. 2018]. Cependant, cette augmentation 
cutanée pourrait être liée uniquement au type 2 du diabète (et non au type 1), puisque la 
périostine semble être impliquée dans le métabolisme des adipocytes [Graja et al. 2018]. 
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Les résultats de ce travail ont démontré un retard de fermeture de l’ulcère de pression 
avec la neuropathie diabétique et sa sévérité. Le défaut de contraction de la lésion pourrait 
notamment être dû à la plus faible expression de la périostine, conduisant à une surface 
plus grand à régénérer, à laquelle s’ajoute un potentiel défaut de signalisation 
CGRP/RAMP1-CLR-RCP au niveau épidermique diminuant la prolifération 
kératinocytaire et la réépithélialisation. 
 
Quels apports de ces résultats de thèse pour la prise en charge des pieds 
diabétiques ? 
Chez le patient diabétique, le diagnostic de neuropathie périphérique est réalisé à l’aide de 
test non invasifs tels que celui du Monofilament 10 grammes. La corrélation entre la réponse à 
ces tests et la vitesse de conduction nerveuse non altérée a été démontrée [Baraz et al. 2014], 
mais ils ne permettent pas d’identifier précocement la neuropathie des petites fibres nerveuses 
[Yang et al. 2018]. De plus, le diagnostic de diabète peut être établi tardivement après le début 
réel de la pathologie (9 à 12 ans pour le diabète de type 2 [Harris et al. 1992]), alors que la 
densité IENF semble altérée dès 5 ans de diabète [Pittenger et al. 2004]. 
Notre étude a démontré qu’il existe une prédisposition au développement aggravé de l’ulcère 
de pression dès l’atteinte des petites fibres nerveuses. Il est donc essentiel de développer des 
tests cliniques spécifiques au diagnostic précoce de la neuropathie diabétique petites fibres, et 
de considérer ses patients également comme « à risque d’ulcère ». 
Nous avons observé que le degré de sévérité de la neuropathie et le délai de fermeture de la 
lésion étaient corrélés. En l’absence actuelle de traitement ayant démontré son efficacité sur la 
plaie chronique du pied diabétique, l’identification des patients neuropathiques avant l’atteinte 
de la conduction nerveuse pourrait permettre de ne pas aboutir au stade de lésion chronique et 
à l’amputation qui en découle souvent. 
 
 
Perspectives 
Ce travail a permis d’observer une corrélation entre, d’une part, le degré de sévérité de la 
neuropathie diabétique et, d’autre part, la fragilité cutanée à la pression et la durée de fermeture 
de l’ulcère de pression. Il sera nécessaire dans un premier temps de compléter l’étude avec 
l’analyse des marqueurs protéiques à 8 semaines (par exemple en isolant chaque souris contrôle 
bien avant le prélèvement de la peau « non lésée » pour éviter toute morsure), afin de déterminer 
quelles sont les variations entre les deux degrés de sévérité de la neuropathie. 
Les mécanismes biologiques et voies de signalisation impliqués ne sont pas totalement 
décryptés, et une étude approfondie serait nécessaire afin de mieux comprendre la part de la 
neuropathie pure, de l’hyperglycémie, et des éventuelles complications vasculaires 
additionnelles. Notamment, afin de déterminer l’influence des neuromédiateurs différemment 
exprimés dans la peau diabétique neuropathique, il serait intéressant de réaliser des 
immunomarquages et hybridations in situ afin d’identifier quels types cellulaires/fibres 
nerveuses sont responsables de ces dérégulations. De plus, les formes 16 et 65kDa de RAMP1 
observées uniquement pendant la cicatrisation chez les souris diabétiques nécessiteraient une 
analyse approfondie afin de déterminer leur nature (forme tronquée et agrégat, 
respectivement ?) et leur origine. L’analyse sur le modèle ex vivo de l’expression du CGRP et 
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de son récepteur en fonction de différents stress pourrait être une première approche pour la 
compréhension des mécanismes à l’origine de la formation de ces formes spécifiques de 
RAMP1.   
Notre étude a été réalisée sur souris diabétique de type 1, or la majeure partie des patients 
ont un type 2. De nombreuses voies métaboliques peuvent être différemment régulées, et il 
serait nécessaire de vérifier si les observations (fragilité cutanée et délai de cicatrisation associés 
au degré de neuropathie, expression du récepteur au CGRP et de la périostine) sont les mêmes 
dans un modèle de souris diabétique de type 2. 
Il existe un modèle de souris RAMP1 KO qui a montré un retard de cicatrisation post-
excision, cependant les auteurs n’ont étudié que l’angiogenèse [Kurashige et al. 2014]. Réaliser 
le suivi de cicatrisation de l’ulcère de pression sur ce modèle versus souris wild type permettrait 
de vérifier l’importance de RAMP1 pour la réépithélialisation. 
La possibilité d’analyser des biopsies de peau humaine diabétique provenant de lésions 
cicatrisantes et chroniques permettrait de savoir si les résultats obtenus en laboratoire sont 
concordants. La séquence de RAMP1 étant très conservée entre souris et humain [Sexton et al. 
2001], des formes particulières de cette protéine pourraient également être retrouvées chez le 
patient diabétique neuropathique, ce qui laisserait entrevoir une application thérapeutique. Par 
exemple, un actif permettant leur diminution en faveur de la forme 18kDa pourrait permettre 
d’améliorer la voie CGRP. Le modèle ex vivo peut être utilisé dans un premier temps pour 
cribler des actifs, puis le modèle de lésion in vivo associant pression et friction, qui reproduit 
davantage la lésion du pied diabétique que les modèles existants, peut être utilisé pour tester de 
nouveaux actifs et étudier leurs effets. Le modèle in vivo d’ulcère de pression est d’ailleurs 
actuellement utilisé au laboratoire pour mieux comprendre les mécanismes d’action d’actifs 
URGO ayant démontré leur efficacité thérapeutique chez l’homme. 
 
 
  
ŝƐĐƵƐƐŝŽŶĞƚƉĞƌƐƉĞĐƚŝǀĞƐ 
ϭϱϬ
 
 
 
 
ŽŶĐůƵƐŝŽŶ 
ϭϱϭ
 







KE>h^/KE
 
  
ŽŶĐůƵƐŝŽŶ 
ϭϱϮ
 
  
ŽŶĐůƵƐŝŽŶ 
ϭϱϯ
 
 
 
Dans ce travail de thèse nous avons mis en évidence pour la première fois que l’altération 
des petites fibres nerveuses cutanées induite par le diabète prédispose à la fragilité cutanée face 
à la combinaison de la pression et de la friction, facteurs de risque dans l’apparition de l’ulcère 
du pied diabétique. En effet, la neuropathie diabétique provoque une sécheresse cutanée, une 
diminution de l’épaisseur épidermique, et une moindre résistance à la déformation. 
 
De plus, nous avons démontré que la neuropathie diabétique, dès l’atteinte des petites fibres 
nerveuses cutanées, induit un allongement de la durée de cicatrisation de l’ulcère de pression 
causé par un retard de formation du néoépiderme et un probable défaut de contraction. 
Bien que le diabète induit de nombreuses complications, la modification de l’expression des 
neuromédiateurs est une cause directe de la neuropathie. L’analyse de l’expression de la voie 
CGRP a démontré que, bien que ce neuropeptide soit déficitaire dans la peau neuropathique 
diabétique avant lésion, le CGRP est correctement surexprimé pendant la cicatrisation de 
l’ulcère de pression. En revanche, la formation du complexe récepteur au CGRP, RAMP1-
CLR-RCP, est perturbée avec la neuropathie diabétique. Cette dysfonction pourrait participer 
au retard de réépithélialisation, en limitant l’effet prolifératif du CGRP sur les kératinocytes. 
En outre, la faible surexpression de la périostine, protéine très récemment décrite au niveau 
cutané, au cours de la cicatrisation de l’ulcère de pression avec la neuropathie diabétique 
pourrait restreindre la transformation des fibroblastes en myofibroblastes et participer au défaut 
de contraction de la lésion. 
 
 
Bien que ce travail ait été réalisé sur la souris, des similitudes ont été constatées avec la 
pathologie humaine. Par conséquent, les résultats obtenus dans cette étude pourraient contribuer 
à la meilleure connaissance de la neuropathie diabétique et des lésions cutanées qui y sont 
associées, et conduire au développement de traitements plus spécifiques du pied diabétique, 
permettant de réduire la durée de cicatrisation et le risque d’amputation. 
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ŝĂďĞƚŝĐtŽƵŶĚ,ĞĂůŝŶŐŝŶƌĞůĂƚŝŽŶƚŽWŚŽƚŽďŝŽŵŽĚƵůĂƚŝŽŶ͘Η:ŝĂďĞƚĞƐZĞƐϮϬϭϲ͗Ϯϴϵϳϲϱϲ͘
ĂŬŬĞƌ͕^͘&͕͘D͘͘dƵƐŚƵŝǌĞŶ͕͘'ŽǌƵƚŽŬ͕͘ŝĨƚĐŝ͕<͘͘'ĞůĚĞƌŵĂŶ͕͘:͘DƵůĚĞƌĂŶĚ^͘^ŝŵƐĞŬ;ϮϬϭϱͿ͘
ΗĚǀĂŶĐĞĚŐůǇĐĂƚŝŽŶĞŶĚƉƌŽĚƵĐƚƐ;'ƐͿĂŶĚƚŚĞƐŽůƵďůĞƌĞĐĞƉƚŽƌĨŽƌ';ƐZ'ͿŝŶƉĂƚŝĞŶƚƐ
ǁŝƚŚƚǇƉĞϭĚŝĂďĞƚĞƐĂŶĚĐŽĞůŝĂĐĚŝƐĞĂƐĞ͘ΗEƵƚƌDĞƚĂďĂƌĚŝŽǀĂƐĐŝƐϮϱ;ϮͿ͗ϮϯϬͲϮϯϱ͘
ĂůƚǌŝƐ͕ ͕͘ /͘ ůĞĨƚŚĞƌŝĂĚŽƵ ĂŶĚ ͘ sĞǀĞƐ ;ϮϬϭϰͿ͘ ΗWĂƚŚŽŐĞŶĞƐŝƐ ĂŶĚ ƚƌĞĂƚŵĞŶƚ ŽĨ ŝŵƉĂŝƌĞĚǁŽƵŶĚ
ŚĞĂůŝŶŐŝŶĚŝĂďĞƚĞƐŵĞůůŝƚƵƐ͗ŶĞǁŝŶƐŝŐŚƚƐ͘ΗĚǀdŚĞƌϯϭ;ϴͿ͗ϴϭϳͲϴϯϲ͘
ĂŶĞƌũĞĞ͕^͕͘:͘ǀĂŶƐŽŶ͕͘,ĂƌƌŝƐ͕^͘>͘>ŽǁĞ͕<͘͘dŚŽŵĂƐƐŽŶĂŶĚ:͘͘WŽƌƚĞƌ;ϮϬϬϲͿ͘Η/ĚĞŶƚŝĨŝĐĂƚŝŽŶŽĨ
ƐƉĞĐŝĨŝĐ ĐĂůĐŝƚŽŶŝŶͲůŝŬĞ ƌĞĐĞƉƚŽƌ ƌĞƐŝĚƵĞƐ ŝŵƉŽƌƚĂŶƚ ĨŽƌ ĐĂůĐŝƚŽŶŝŶ ŐĞŶĞͲƌĞůĂƚĞĚ ƉĞƉƚŝĚĞ ŚŝŐŚ
ĂĨĨŝŶŝƚǇďŝŶĚŝŶŐ͘ΗDWŚĂƌŵĂĐŽůϲ;ϵͿ͗ϭϰϳϭͲϮϮϭϬ͘
ĂŶŶŽŶ͕W͕͘^͘tŽŽĚ͕d͘ZĞƐƚŝǀŽ͕>͘ĂŵƉďĞůů͕D͘:͘,ĂƌĚŵĂŶĂŶĚ<͘͘DĂĐĞ;ϮϬϭϯͿ͘ΗŝĂďĞƚĞƐŝŶĚƵĐĞƐ
ƐƚĂďůĞŝŶƚƌŝŶƐŝĐĐŚĂŶŐĞƐƚŽŵǇĞůŽŝĚĐĞůůƐƚŚĂƚĐŽŶƚƌŝďƵƚĞƚŽĐŚƌŽŶŝĐŝŶĨůĂŵŵĂƚŝŽŶĚƵƌŝŶŐǁŽƵŶĚ
ŚĞĂůŝŶŐŝŶŵŝĐĞ͘ΗŝƐDŽĚĞůDĞĐŚϲ;ϲͿ͗ϭϰϯϰͲϭϰϰϳ͘
ZĠĨĠƌĞŶĐĞƐďŝďůŝŽŐƌĂƉŚŝƋƵĞƐ 
ϭϱϴ
 
ĂƌĂǌ͕ ^͕͘ <͘ ĂƌĞĂ͕ ,͘ ͘ ^ŚĂŚďĂǌŝĂŶ ĂŶĚ ^͘ D͘ >ĂƚŝĨŝ ;ϮϬϭϰͿ͘ ΗŽŵƉĂƌŝƐŽŶ ŽĨ ƚŚĞ ĂĐĐƵƌĂĐǇ ŽĨ
ŵŽŶŽĨŝůĂŵĞŶƚƚĞƐƚŝŶŐĂƚǀĂƌŝŽƵƐƉŽŝŶƚƐŽĨĨĞĞƚŝŶƉĞƌŝƉŚĞƌĂůĚŝĂďĞƚŝĐŶĞƵƌŽƉĂƚŚǇƐĐƌĞĞŶŝŶŐ͘Η:
ŝĂďĞƚĞƐDĞƚĂďŝƐŽƌĚϭϯ;ϭͿ͗ϭϵ͘
ćƐůĞƌ͕<͕͘^͘ĞƌŐŵĂŶŶ͕D͘,ĞŝƐŝŐ͕͘EĂĞŐĞů͕D͘ŽƌŶͲ<ƌƵƉƉĂĂŶĚ:͘D͘ƌĂŶĚŶĞƌ;ϮϬϭϲͿ͘ΗdŚĞƌŽůĞŽĨ
ƚŝŐŚƚũƵŶĐƚŝŽŶƐŝŶƐŬŝŶďĂƌƌŝĞƌĨƵŶĐƚŝŽŶĂŶĚĚĞƌŵĂůĂďƐŽƌƉƚŝŽŶ͘Η:ŽŶƚƌŽůZĞůĞĂƐĞϮϰϮ͗ϭϬϱͲϭϭϴ͘
ĂƵŵďĂƵĞƌ͕<͘D͕͘:͘:͘ĞĞƌƌǇ͕W͘͘ĚĞůŵĂŶ͕Z͘,͘DŝůůĞƌ͕:͘,ĂĐŚŝƐƵŬĂ͕<͘,͘>ĞĞ͕^͘͘ZŽƐƐ͕,͘Z͘
<ŽĞƌďĞƌ͕͘D͘ĂǀŝƐĂŶĚ<͘D͘ůďĞƌƐ;ϮϬϭϱͿ͘Η<ĞƌĂƚŝŶŽĐǇƚĞƐĐĂŶŵŽĚƵůĂƚĞĂŶĚĚŝƌĞĐƚůǇŝŶŝƚŝĂƚĞ
ŶŽĐŝĐĞƉƚŝǀĞƌĞƐƉŽŶƐĞƐ͘ΗůŝĨĞϰ͗ĞϬϵϲϳϰ͘
ĂǇĂƚ͕͕͘͘͘DĐ'ƌŽƵƚŚĞƌĂŶĚD͘t͘&ĞƌŐƵƐŽŶ;ϮϬϬϯͿ͘Η^ŬŝŶƐĐĂƌƌŝŶŐ͘ΗŵũϯϮϲ;ϳϯϴϬͿ͗ϴϴͲϵϮ͘
ĞĐŬŵĂŶ͕:͘͘ĂŶĚD͘͘ƌĞĂŐĞƌ;ϮϬϭϲͿ͘ΗsĂƐĐƵůĂƌŽŵƉůŝĐĂƚŝŽŶƐŽĨŝĂďĞƚĞƐ͘ΗŝƌĐZĞƐϭϭϴ;ϭϭͿ͗ϭϳϳϭͲ
ϭϳϴϱ͘
ĞŶĂǀŝĚĞƐ͕&͕͘d͘D͘KďĞƌǇƐǌǇŶ͕͘D͘sĂŶƵƐŬŝƌŬ͕s͘͘ZĞĞǀĞĂŶĚ͘&͘<ƵƐĞǁŝƚƚ;ϮϬϬϵͿ͘ΗdŚĞŚĂŝƌůĞƐƐ
ŵŽƵƐĞŝŶƐŬŝŶƌĞƐĞĂƌĐŚ͘Η:ĞƌŵĂƚŽů^Đŝϱϯ;ϭͿ͗ϭϬͲϭϴ͘
ĞƌŵƵĚĞǌ͕͘D͕͘͘:͘,ĞƌĚƌŝĐŚ͕:͘yƵ͕Z͘>ŝŶĚ͕͘W͘ĞĂƐŽŶ͕D͘͘DŝƚĐŚĞůů͕>͘:͘^ŽƐůŽǁƐŬǇĂŶĚ<͘t͘
>ŝĞĐŚƚǇ;ϮϬϭϭͿ͘Η/ŵƉĂŝƌĞĚďŝŽŵĞĐŚĂŶŝĐĂůƉƌŽƉĞƌƚŝĞƐŽĨĚŝĂďĞƚŝĐƐŬŝŶŝŵƉůŝĐĂƚŝŽŶƐŝŶƉĂƚŚŽŐĞŶĞƐŝƐ
ŽĨĚŝĂďĞƚŝĐǁŽƵŶĚĐŽŵƉůŝĐĂƚŝŽŶƐ͘Ηŵ:WĂƚŚŽůϭϳϴ;ϱͿ͗ϮϮϭϱͲϮϮϮϯ͘
ĞƌŶĂƌĚ͕͘͘;ϮϬϭϳͿ͘ΗdŚĞŚĂŝƌĨŽůůŝĐůĞĞŶŝŐŵĂ͘ΗǆƉĞƌŵĂƚŽůϮϲ;ϲͿ͗ϰϳϮͲϰϳϳ͘
ĞƐƐŽƵ͕W͘ĂŶĚ͘Z͘WĞƌů;ϭϵϲϵͿ͘ΗZĞƐƉŽŶƐĞŽĨĐƵƚĂŶĞŽƵƐƐĞŶƐŽƌǇƵŶŝƚƐǁŝƚŚƵŶŵǇĞůŝŶĂƚĞĚĨŝďĞƌƐƚŽ
ŶŽǆŝŽƵƐƐƚŝŵƵůŝ͘Η:EĞƵƌŽƉŚǇƐŝŽůϯϮ;ϲͿ͗ϭϬϮϱͲϭϬϰϯ͘
ŝĞƐƐĞůƐ͕ '͘ :͕͘ s͘ ƌŝů͕ E͘ ͘ ĂůĐƵƚƚ͕ E͘ ͘ ĂŵĞƌŽŶ͕D͘ ͘ ŽƚƚĞƌ͕ Z͘ŽďƌŽǁƐŬǇ͕ ͘ >͘ &ĞůĚŵĂŶ͕ W͘
&ĞƌŶǇŚŽƵŐŚ͕:͘:ĂŬŽďƐĞŶ͕Z͘͘DĂůŝŬ͕͘W͘DŝǌŝƐŝŶ͕W͘:͘KĂƚĞƐ͕/͘'͘KďƌŽƐŽǀĂ͕Z͘WŽƉͲƵƐƵŝ͕:͘t͘
ZƵƐƐĞůů͕͘͘^ŝŵĂ͕D͘:͘^ƚĞǀĞŶƐ͕Z͘͘^ĐŚŵŝĚƚ͕^͘dĞƐĨĂǇĞ͕͘sĞǀĞƐ͕͘/͘sŝŶŝŬ͕͘͘tƌŝŐŚƚ͕^͘
zĂŐŝŚĂƐŚŝ͕D͘͘zŽƌĞŬ͕͘ŝĞŐůĞƌĂŶĚ͘t͘ŽĐŚŽĚŶĞ;ϮϬϭϰͿ͘ΗWŚĞŶŽƚǇƉŝŶŐĂŶŝŵĂůŵŽĚĞůƐŽĨ
ĚŝĂďĞƚŝĐŶĞƵƌŽƉĂƚŚǇ͗ĂĐŽŶƐĞŶƐƵƐƐƚĂƚĞŵĞŶƚŽĨƚŚĞĚŝĂďĞƚŝĐŶĞƵƌŽƉĂƚŚǇƐƚƵĚǇŐƌŽƵƉŽĨƚŚĞ^
;EĞƵƌŽĚŝĂďͿ͘Η:WĞƌŝƉŚĞƌEĞƌǀ^ǇƐƚϭϵ;ϮͿ͗ϳϳͲϴϳ͘
ŝŐĂ͕ >͘D͕͘ ^͘ĂǁƐŽŶ͕͘,ĂƌǁĞůů͕Z͘,ŽƉŬŝŶƐ͕ :͘<ĂƵĨŵĂŶŶ͕D͘>ĞDĂƐƚĞƌ͕W͘DĂƚĞƌŶ͕<͘DŽƌƌŝƐŽŶͲ
'ƌĂŚĂŵ͕͘YƵŝĐŬĂŶĚ:͘ZƵŶǇĞŽŶ;ϮϬϭϵͿ͘ŶĂƚŽŵǇΘWŚǇƐŝŽůŽŐǇ͘^ĞĐƚŝŽŶϱ͘ϭ>ĂǇĞƌƐŽĨƚŚĞ^ŬŝŶ͘
K͘^͘hŶŝǀĞƌƐŝƚǇ͘
ŝƚĂƌ͕D͘^͘ ;ϮϬϭϵͿ͘ΗŝĂďĞƚĞƐ /ŵƉĂŝƌƐŶŐŝŽŐĞŶĞƐŝƐĂŶĚ/ŶĚƵĐĞƐŶĚŽƚŚĞůŝĂůĞůů^ĞŶĞƐĐĞŶĐĞďǇhƉͲ
ZĞŐƵůĂƚŝŶŐdŚƌŽŵďŽƐƉŽŶĚŝŶͲϰϳͲĞƉĞŶĚĞŶƚ^ŝŐŶĂůŝŶŐ͘Η/Ŷƚ:DŽů^ĐŝϮϬ;ϯͿ͘
ůĂŝƐ͕D͕͘>͘DŽƚƚŝĞƌ͕D͘͘'ĞƌŵĂŝŶ͕^͘ĞůůĞŶĨĂŶƚ͕^͘ĂĚĂƵĂŶĚ&͘ĞƌƚŚŽĚ;ϮϬϭϰͿ͘Η^ĞŶƐŽƌǇŶĞƵƌŽŶƐ
ĂĐĐĞůĞƌĂƚĞ ƐŬŝŶ ƌĞĞƉŝƚŚĞůŝĂůŝǌĂƚŝŽŶǀŝĂ ƐƵďƐƚĂŶĐĞW ŝŶĂŶ ŝŶŶĞƌǀĂƚĞĚ ƚŝƐƐƵĞͲĞŶŐŝŶĞĞƌĞĚǁŽƵŶĚ
ŚĞĂůŝŶŐŵŽĚĞů͘ΗdŝƐƐƵĞŶŐWĂƌƚϮϬ;ϭϱͲϭϲͿ͗ϮϭϴϬͲϮϭϴϴ͘
ŽƌĂ͕W͘ĂŶĚ͘^͘DĂũƵŵĚĂƌ;ϮϬϭϳͿ͘ΗĚŝƉŽƐĞƚŝƐƐƵĞͲĚĞƌŝǀĞĚƐƚƌŽŵĂůǀĂƐĐƵůĂƌĨƌĂĐƚŝŽŶŝŶƌĞŐĞŶĞƌĂƚŝǀĞ
ŵĞĚŝĐŝŶĞ͗ĂďƌŝĞĨƌĞǀŝĞǁŽŶďŝŽůŽŐǇĂŶĚƚƌĂŶƐůĂƚŝŽŶ͘Η^ƚĞŵĞůůZĞƐdŚĞƌϴ;ϭͿ͗ϭϰϱ͘
ŽƌƌĂĚŽƌŝ͕ >͘ ĂŶĚ ͘ ^ŽŶŶĞŶďĞƌŐ ;ϭϵϵϵͿ͘ Η^ƚƌƵĐƚƵƌĞ ĂŶĚ ĨƵŶĐƚŝŽŶ ŽĨ ŚĞŵŝĚĞƐŵŽƐŽŵĞƐ͗ ŵŽƌĞ ƚŚĂŶ
ƐŝŵƉůĞĂĚŚĞƐŝŽŶĐŽŵƉůĞǆĞƐ͘Η:/ŶǀĞƐƚĞƌŵĂƚŽůϭϭϮ;ϰͿ͗ϰϭϭͲϰϭϴ͘
ŽƵůĂŝƐ͕E͘ĂŶĚ>͘DŝƐĞƌǇ;ϮϬϬϳͿ͘ΗDĞƌŬĞůĐĞůůƐ͘Η:ŵĐĂĚĞƌŵĂƚŽůϱϳ;ϭͿ͗ϭϰϳͲϭϲϱ͘
ŽƵůƚŽŶ͕͘:͘;ϮϬϭϯͿ͘ΗdŚĞƉĂƚŚǁĂǇƚŽĨŽŽƚƵůĐĞƌĂƚŝŽŶŝŶĚŝĂďĞƚĞƐ͘ΗDĞĚůŝŶEŽƌƚŚŵϵϳ;ϱͿ͗ϳϳϱͲϳϵϬ͘
ŽƵůƚŽŶ͕͘:͕͘>͘sŝůĞŝŬǇƚĞ͕'͘ZĂŐŶĂƌƐŽŶͲdĞŶŶǀĂůůĂŶĚ:͘ƉĞůƋǀŝƐƚ;ϮϬϬϱͿ͘ΗdŚĞŐůŽďĂůďƵƌĚĞŶŽĨĚŝĂďĞƚŝĐ
ĨŽŽƚĚŝƐĞĂƐĞ͘Η>ĂŶĐĞƚϯϲϲ;ϵϰϵϴͿ͗ϭϳϭϵͲϭϳϮϰ͘
ŽƵƚĞŶ͕͘;ϭϵϵϲͿ͘ΗƚŝŽůŽŐǇĂŶĚƉĂƚŚŽůŽŐǇŽĨƉƌĞƐƐƵƌĞƐŽƌĞƐ͗ĂůŝƚĞƌĂƚƵƌĞƌĞǀŝĞǁ͘Η
ŽƵƚĞŶ͕͘s͕͘D͘D͘<ŶŝŐŚƚ͕͘͘>ĞĞĂŶĚ͘>͘ĂĚĞƌ;ϮϬϬϭͿ͘ΗŽŵƉƌĞƐƐŝǀĞĚĞĨŽƌŵĂƚŝŽŶĂŶĚĚĂŵĂŐĞ
ŽĨŵƵƐĐůĞĐĞůůƐƵďƉŽƉƵůĂƚŝŽŶƐŝŶĂŵŽĚĞůƐǇƐƚĞŵ͘ΗŶŶŝŽŵĞĚŶŐϮϵ;ϮͿ͗ϭϱϯͲϭϲϯ͘
ƌĂŝŶ͕^͘͘ĂŶĚW͘<͘DŽŽƌĞ;ϭϵϵϵͿ͘WƌŽŐƌĞƐƐŝŶ/ŶĨůĂŵŵĂƚŝŽŶZĞƐĞĂƌĐŚ͕^ĞĐƚŝŽŶWĂŝŶĂŶĚŶĞƵƌŽŐĞŶŝĐ
ŝŶĨůĂŵŵĂƚŝŽŶ͘ĂƐĞů͕ŝƌŬŚćƵƐĞƌ͘
ƌĂŝŶ͕^͘͕͘d͘:͘tŝůůŝĂŵƐ͕:͘Z͘dŝƉƉŝŶƐ͕,͘Z͘DŽƌƌŝƐĂŶĚ/͘DĂĐ/ŶƚǇƌĞ;ϭϵϴϱͿ͘ΗĂůĐŝƚŽŶŝŶŐĞŶĞͲƌĞůĂƚĞĚ
ƉĞƉƚŝĚĞŝƐĂƉŽƚĞŶƚǀĂƐŽĚŝůĂƚŽƌ͘ΗEĂƚƵƌĞϯϭϯ;ϱϵϵϳͿ͗ϱϰͲϱϲ͘
ƌĂŶĐŚĞƚͲ'ƵŵŝůĂ͕D͘͕͘^͘ŽŝƐŶŝĐ͕z͘>ĞŚĂƌƉĞŶƚŝĞƌ͕/͘EŽŶŽƚƚĞ͕͘DŽŶƚĂƐƚŝĞƌĂŶĚ>͘ƌĞƚŽŶ;ϭϵϵϵͿ͘
ΗEĞƵƌŽŐĞŶŝĐŵŽĚŝĨŝĐĂƚŝŽŶƐ ŝŶĚƵĐĞĚďǇ ƐƵďƐƚĂŶĐĞW ŝŶ ĂŶŽƌŐĂŶ ĐƵůƚƵƌĞŽĨ ŚƵŵĂŶ ƐŬŝŶ͘Η ^ŬŝŶ
WŚĂƌŵĂĐŽůƉƉů^ŬŝŶWŚǇƐŝŽůϭϮ;ϰͿ͗ϮϭϭͲϮϮϬ͘
ƌĂƵŶ͕ >͘ Z͕͘t͘͘ &ŝƐŬ͕,͘ >ĞǀͲdŽǀ͕Z͘ ^͘ <ŝƌƐŶĞƌ ĂŶĚZ͘Z͘ /ƐƐĞƌŽĨĨ ;ϮϬϭϰͿ͘ ΗŝĂďĞƚŝĐ ĨŽŽƚ ƵůĐĞƌ͗ ĂŶ
ĞǀŝĚĞŶĐĞͲďĂƐĞĚƚƌĞĂƚŵĞŶƚƵƉĚĂƚĞ͘Ηŵ:ůŝŶĞƌŵĂƚŽůϭϱ;ϯͿ͗ϮϲϳͲϮϴϭ͘
ƌĂǀĞƌŵĂŶ͕/͘D͘;ϮϬϬϬͿ͘ΗdŚĞĐƵƚĂŶĞŽƵƐŵŝĐƌŽĐŝƌĐƵůĂƚŝŽŶ͘Η:/ŶǀĞƐƚŝŐĞƌŵĂƚŽů^ǇŵƉWƌŽĐϱ;ϭͿ͗ϯͲϵ͘
ZĠĨĠƌĞŶĐĞƐďŝďůŝŽŐƌĂƉŚŝƋƵĞƐ 
ϭϱϵ
 
ƌĞĂƚŚŶĂĐŚ͕͘^͘;ϭϵϳϳͿ͘ΗůĞĐƚƌŽŶŵŝĐƌŽƐĐŽƉǇŽĨĐƵƚĂŶĞŽƵƐŶĞƌǀĞƐĂŶĚƌĞĐĞƉƚŽƌƐ͘Η:/ŶǀĞƐƚĞƌŵĂƚŽů
ϲϵ;ϭͿ͗ϴͲϮϲ͘
ƌĞŝƚŬƌĞƵƚǌ͕ ͕͘ /͘ <ŽǆŚŽůƚ͕ <͘ dŚŝĞŵĂŶŶ ĂŶĚ Z͘ EŝƐĐŚƚ ;ϮϬϭϯͿ͘ Η^ŬŝŶ ďĂƐĞŵĞŶƚ ŵĞŵďƌĂŶĞ͗ ƚŚĞ
ĨŽƵŶĚĂƚŝŽŶŽĨĞƉŝĚĞƌŵĂůŝŶƚĞŐƌŝƚǇͲͲDĨƵŶĐƚŝŽŶƐĂŶĚĚŝǀĞƌƐĞƌŽůĞƐŽĨďƌŝĚŐŝŶŐŵŽůĞĐƵůĞƐŶŝĚŽŐĞŶ
ĂŶĚƉĞƌůĞĐĂŶ͘ΗŝŽŵĞĚZĞƐ/ŶƚϮϬϭϯ͗ϭϳϵϳϴϰ͘
ƌĞŵ͕,͕͘K͘^ƚŽũĂĚŝŶŽǀŝĐ͕Z͘&͘ŝĞŐĞůŵĂŶŶ͕,͘ŶƚĞƌŽ͕͘>ĞĞ͕/͘WĂƐƚĂƌ͕D͘'ŽůŝŶŬŽ͕,͘ZŽƐĞŶďĞƌŐĂŶĚ
D͘dŽŵŝĐͲĂŶŝĐ;ϮϬϬϳĂͿ͘ΗDŽůĞĐƵůĂƌŵĂƌŬĞƌƐŝŶƉĂƚŝĞŶƚƐǁŝƚŚĐŚƌŽŶŝĐǁŽƵŶĚƐƚŽŐƵŝĚĞƐƵƌŐŝĐĂů
ĚĞďƌŝĚĞŵĞŶƚ͘ΗDŽůDĞĚϭϯ;ϭͲϮͿ͗ϯϬͲϯϵ͘
ƌĞŵ͕,͘ĂŶĚD͘dŽŵŝĐͲĂŶŝĐ;ϮϬϬϳďͿ͘ΗĞůůƵůĂƌĂŶĚŵŽůĞĐƵůĂƌďĂƐŝƐŽĨǁŽƵŶĚŚĞĂůŝŶŐŝŶĚŝĂďĞƚĞƐ͘Η:
ůŝŶ/ŶǀĞƐƚϭϭϳ;ϱͿ͗ϭϮϭϵͲϭϮϮϮ͘
ƌŝĞŶǌĂ͕͕͘^͘ŶƚŽŬĂů͕>͘,ĞƌďĞ͕^͘>ŽŐĂŶ͕:͘DĂŐƵŝƌĞ͕:͘sĂŶZĂŶƐƚĂŶĚ͘^ŝĚĚŝƋƵŝ;ϮϬϭϱͿ͘Η&ƌŝĐƚŝŽŶͲ
ŝŶĚƵĐĞĚ ƐŬŝŶ ŝŶũƵƌŝĞƐͲĂƌĞ ƚŚĞǇ ƉƌĞƐƐƵƌĞ ƵůĐĞƌƐ͍ Ŷ ƵƉĚĂƚĞĚ EWhW ǁŚŝƚĞ ƉĂƉĞƌ͘Η : tŽƵŶĚ
KƐƚŽŵǇŽŶƚŝŶĞŶĐĞEƵƌƐϰϮ;ϭͿ͗ϲϮͲϲϰ͘
ƌŝŐŐĂŵĂŶ͕Z͘͘ĂŶĚ͘͘tŚĞĞůĞƌ͕ :ƌ͘ ;ϭϵϳϱͿ͘ΗdŚĞĞƉŝĚĞƌŵĂůͲĚĞƌŵĂů ũƵŶĐƚŝŽŶ͘Η : /ŶǀĞƐƚĞƌŵĂƚŽů
ϲϱ;ϭͿ͗ϳϭͲϴϰ͘
ƌŽǁŶ͕ >͘ &͕͘<͘d͘ zĞŽ͕͘ĞƌƐĞ͕ d͘ <͘ zĞŽ͕͘Z͘ ^ĞŶŐĞƌ͕,͘ &͘ǀŽƌĂŬĂŶĚ>͘ ǀĂŶĚĞtĂƚĞƌ ;ϭϵϵϮͿ͘
ΗǆƉƌĞƐƐŝŽŶŽĨǀĂƐĐƵůĂƌƉĞƌŵĞĂďŝůŝƚǇĨĂĐƚŽƌ;ǀĂƐĐƵůĂƌĞŶĚŽƚŚĞůŝĂůŐƌŽǁƚŚĨĂĐƚŽƌͿďǇĞƉŝĚĞƌŵĂů
ŬĞƌĂƚŝŶŽĐǇƚĞƐĚƵƌŝŶŐǁŽƵŶĚŚĞĂůŝŶŐ͘Η:ǆƉDĞĚϭϳϲ;ϱͿ͗ϭϯϳϱͲϭϯϳϵ͘
ƵĐŬůĞǇ͕'͕͘ :͘tŽŶŐ͕͘͘DĞƚĐĂůĨĞĂŶĚD͘t͘&ĞƌŐƵƐŽŶ;ϮϬϭϮͿ͘ΗĞŶĞƌǀĂƚŝŽŶĂĨĨĞĐƚƐƌĞŐĞŶĞƌĂƚŝǀĞ
ƌĞƐƉŽŶƐĞƐŝŶDZ>ͬDƉ:ĂŶĚƌĞƉĂŝƌŝŶϱϳ>ͬϲĞĂƌǁŽƵŶĚƐ͘Η:ŶĂƚϮϮϬ;ϭͿ͗ϯͲϭϮ͘
ƵůŬůĞǇ͕'͘͘;ϭϵϴϳͿ͘Η&ƌĞĞƌĂĚŝĐĂůͲŵĞĚŝĂƚĞĚƌĞƉĞƌĨƵƐŝŽŶŝŶũƵƌǇ͗ĂƐĞůĞĐƚŝǀĞƌĞǀŝĞǁ͘Ηƌ:ĂŶĐĞƌ^ƵƉƉů
ϴ͗ϲϲͲϳϯ͘
ǇƌĚ͕͘>͕͘z͘ĞůŬĂŝĚĂŶĚ:͘͘^ĞŐƌĞ;ϮϬϭϴͿ͘ΗdŚĞŚƵŵĂŶƐŬŝŶŵŝĐƌŽďŝŽŵĞ͘ΗEĂƚZĞǀDŝĐƌŽďŝŽůϭϲ;ϯͿ͗
ϭϰϯͲϭϱϱ͘
ĂďĂůůĞƌŽ͕͘͕͘^͘ƌŽƌĂ͕Z͘^ĂŽƵĂĨ͕^͘͘>ŝŵ͕W͘^ŵĂŬŽǁƐŬŝ͕:͘z͘WĂƌŬ͕'͘>͘<ŝŶŐ͕&͘t͘>Ž'ĞƌĨŽ͕͘^͘
,ŽƌƚŽŶĂŶĚ͘sĞǀĞƐ;ϭϵϵϵͿ͘ΗDŝĐƌŽǀĂƐĐƵůĂƌĂŶĚŵĂĐƌŽǀĂƐĐƵůĂƌƌĞĂĐƚŝǀŝƚǇŝƐƌĞĚƵĐĞĚŝŶƐƵďũĞĐƚƐ
ĂƚƌŝƐŬĨŽƌƚǇƉĞϮĚŝĂďĞƚĞƐ͘ΗŝĂďĞƚĞƐϰϴ;ϵͿ͗ϭϴϱϲͲϭϴϲϮ͘
Ăŝ͕t͘Y͕͘W͘ŽĚŝŶ͕͘>ŽĞƐĐŚ͕͘^ĞǆƚŽŶĂŶĚ'͘ƵƌŶƐƚŽĐŬ;ϭϵϵϯͿ͘ΗŶĚŽƚŚĞůŝƵŵŽĨŚƵŵĂŶƵŵďŝůŝĐĂů
ďůŽŽĚǀĞƐƐĞůƐ͗ƵůƚƌĂƐƚƌƵĐƚƵƌĂůŝŵŵƵŶŽůŽĐĂůŝǌĂƚŝŽŶŽĨŶĞƵƌŽƉĞƉƚŝĚĞƐ͘Η:sĂƐĐZĞƐϯϬ;ϲͿ͗ϯϰϴͲϯϱϱ͘
ĂůůĂŐŚĂŶ͕͘͕͘,͘d͘ŚĞŶŐ͕͘>͘^ƚĂďůĞƐ͕͘>͘^ŵŝƚŚĂŶĚ͘>͘&ĞůĚŵĂŶ;ϮϬϭϮͿ͘ΗŝĂďĞƚŝĐŶĞƵƌŽƉĂƚŚǇ͗
ĐůŝŶŝĐĂůŵĂŶŝĨĞƐƚĂƚŝŽŶƐĂŶĚĐƵƌƌĞŶƚƚƌĞĂƚŵĞŶƚƐ͘Η>ĂŶĐĞƚEĞƵƌŽůϭϭ;ϲͿ͗ϱϮϭͲϱϯϰ͘
ĂŶĚŝ͕͕͘Z͘^ĐŚŵŝĚƚĂŶĚ'͘DĞůŝŶŽ;ϮϬϬϱͿ͘ΗdŚĞĐŽƌŶŝĨŝĞĚĞŶǀĞůŽƉĞ͗ĂŵŽĚĞůŽĨĐĞůůĚĞĂƚŚŝŶƚŚĞƐŬŝŶ͘Η
EĂƚZĞǀDŽůĞůůŝŽůϲ;ϰͿ͗ϯϮϴͲϯϰϬ͘
ĂƌĚŽƐŽ͕͘ >͕͘D͘D͘ĂĐŚŝŽŶ͕ :͘D͘DŽƌĂŝƐ͕D͘^͘ &ĂŶƚŝŶĂƚŝ͕s͘ >͘ůŵĞŝĚĂĂŶĚZ͘^͘ :͘ >ŝŶŽ ;ϮϬϭϲͿ͘
ΗĚŝƉŽƐĞƚŝƐƐƵĞƐƚƌŽŵĂůǀĂƐĐƵůĂƌĨƌĂĐƚŝŽŶŝŶƚŚĞƚƌĞĂƚŵĞŶƚŽĨĨƵůůƚŚŝĐŬŶĞƐƐďƵƌŶƐŝŶƌĂƚƐ͘ΗĐƚĂ
ŝƌƌĂƐϯϭ;ϵͿ͗ϱϳϴͲϱϴϱ͘
ĂƐĞůůŝ͕ ͕͘ ,͘ WŚĂŵ͕ :͘D͘'ŝƵƌŝŶŝ͕ ͘'͘ ƌŵƐƚƌŽŶŐĂŶĚ͘ sĞǀĞƐ ;ϮϬϬϮͿ͘ ΗdŚĞ ĨŽƌĞĨŽŽƚͲƚŽͲƌĞĂƌĨŽŽƚ
ƉůĂŶƚĂƌ ƉƌĞƐƐƵƌĞ ƌĂƚŝŽ ŝƐ ŝŶĐƌĞĂƐĞĚ ŝŶ ƐĞǀĞƌĞ ĚŝĂďĞƚŝĐ ŶĞƵƌŽƉĂƚŚǇ ĂŶĚ ĐĂŶ ƉƌĞĚŝĐƚ ĨŽŽƚ
ƵůĐĞƌĂƚŝŽŶ͘ΗŝĂďĞƚĞƐĂƌĞϮϱ;ϲͿ͗ϭϬϲϲͲϭϬϳϭ͘
ĂƚĞƌŝŶĂ͕D͘:͘ĂŶĚ͘:ƵůŝƵƐ;ϮϬϬϭͿ͘ΗdŚĞǀĂŶŝůůŽŝĚƌĞĐĞƉƚŽƌ͗ĂŵŽůĞĐƵůĂƌŐĂƚĞǁĂǇƚŽƚŚĞƉĂŝŶƉĂƚŚǁĂǇ͘Η
ŶŶƵZĞǀEĞƵƌŽƐĐŝϮϰ͗ϰϴϳͲϱϭϳ͘
ĂƚĞƌŝŶĂ͕D͘:͕͘D͘͘^ĐŚƵŵĂĐŚĞƌ͕D͘dŽŵŝŶĂŐĂ͕d͘͘ZŽƐĞŶ͕:͘͘>ĞǀŝŶĞĂŶĚ͘:ƵůŝƵƐ;ϭϵϵϳͿ͘ΗdŚĞ
ĐĂƉƐĂŝĐŝŶƌĞĐĞƉƚŽƌ͗ĂŚĞĂƚͲĂĐƚŝǀĂƚĞĚŝŽŶĐŚĂŶŶĞůŝŶƚŚĞƉĂŝŶƉĂƚŚǁĂǇ͘ΗEĂƚƵƌĞϯϴϵ;ϲϲϱϯͿ͗ϴϭϲͲ
ϴϮϰ͘
ĞŶƚƌĞ ƵƌŽƉĠĞŶ ĚΖƚƵĚĞ ĚƵ ŝĂďğƚĞ͘ Η>Ğ ĚŝĂďğƚĞ͕ ůĞƐ ĐŚŝĨĨƌĞƐ͘Η   ZĞƚƌŝĞǀĞĚ Ϭϰ ũƵŝŶ ϮϬϭϵ͕ ĨƌŽŵ
ŚƚƚƉ͗ͬͬĐĞĞĚͲĚŝĂďĞƚĞ͘ŽƌŐͬĨƌͬůĞͲĚŝĂďĞƚĞͬůĞƐͲĐŚŝĨĨƌĞƐͬ͘
ŚĞŶ͕͕͘z͘t͘EŝƵ͕d͘yŝĞ͕D͘z͘DŝĂŽ͕D͘dŝĂŶ͕y͘z͘ :ŝ͕͘YŝŶŐĂŶĚ^͘ >͘ >Ƶ ;ϮϬϭϭͿ͘ Η΀ZĞůĂƚŝŽŶƐŚŝƉ
ďĞƚǁĞĞŶ ĐƵƚĂŶĞŽƵƐ ŐůǇĐŽŵĞƚĂďŽůŝĐ ĚŝƐŽƌĚĞƌƐ ĂŶĚ ĐƵƚĂŶĞŽƵƐ ŶĞƵƌŽƉĂƚŚǇ ŝŶ ĚŝĂďĞƚŝĐ ƌĂƚƐ΁͘Η
ŚŽŶŐŚƵĂ^ŚĂŽ^ŚĂŶŐĂŚŝϮϳ;ϮͿ͗ϭϯϵͲϭϰϰ͘
ŚĞŶ͕ y͘ &͕͘t͘ ͘ >ŝŶ͕ ^͘ >͘ >Ƶ͕ d͘ yŝĞ͕ <͘ 'Ğ͕ z͘Y͘ ^Śŝ͕ :͘ :͘ ŽƵ͕ ͘D͘ >ŝƵ ĂŶĚt͘Y͘ >ŝĂŽ ;ϮϬϭϬͿ͘
ΗDĞĐŚĂŶŝƐƚŝĐ ƐƚƵĚǇŽĨ ĞŶĚŽŐĞŶŽƵƐ ƐŬŝŶ ůĞƐŝŽŶƐ ŝŶĚŝĂďĞƚŝĐ ƌĂƚƐ͘Η ǆƉĞƌŵĂƚŽůϭϵ;ϭϮͿ͗ ϭϬϴϴͲ
ϭϬϵϱ͘
ŚĞŶŐ͕<͘z͕͘͘,͘>ŝŶ͕z͘W͘ŚĞŶŐ͕,͘z͘ŚŝƵ͕E͘>͘zĞŚ͕d͘<͘tƵĂŶĚ:͘^͘tƵ;ϮϬϭϴͿ͘ΗtŽƵŶĚ,ĞĂůŝŶŐ
ŝŶ^ƚƌĞƉƚŽǌŽƚŽĐŝŶͲ/ŶĚƵĐĞĚŝĂďĞƚŝĐZĂƚƐhƐŝŶŐƚŵŽƐƉŚĞƌŝĐͲWƌĞƐƐƵƌĞƌŐŽŶWůĂƐŵĂ:Ğƚ͘Η^ĐŝZĞƉ
ϴ;ϭͿ͗ϭϮϮϭϰ͘
ZĠĨĠƌĞŶĐĞƐďŝďůŝŽŐƌĂƉŚŝƋƵĞƐ 
ϭϲϬ
 
ŚĞƌĞƚ͕ :͕͘E͘>ĞďŽŶǀĂůůĞƚ͕s͘ƵŚĞ͕:͘>͘ĂƌƌĞ͕>͘DŝƐĞƌǇĂŶĚ͘>Ğ'ĂůůͲ/ĂŶŽƚƚŽ;ϮϬϭϰͿ͘Η/ŶĨůƵĞŶĐĞŽĨ
ƐĞŶƐŽƌǇŶĞƵƌŽƉĞƉƚŝĚĞƐŽŶŚƵŵĂŶĐƵƚĂŶĞŽƵƐǁŽƵŶĚŚĞĂůŝŶŐƉƌŽĐĞƐƐ͘Η:ĞƌŵĂƚŽů^Đŝϳϰ;ϯͿ͗ϭϵϯͲ
ϮϬϯ͘
ŚĞƌĞƚ͕:͕͘E͘>ĞďŽŶǀĂůůĞƚ͕:͘>͘ĂƌƌĞ͕>͘DŝƐĞƌǇĂŶĚ͘>Ğ'ĂůůͲ/ĂŶŽƚƚŽ;ϮϬϭϯͿ͘ΗZŽůĞŽĨŶĞƵƌŽƉĞƉƚŝĚĞƐ͕
ŶĞƵƌŽƚƌŽƉŚŝŶƐ͕ĂŶĚŶĞƵƌŽŚŽƌŵŽŶĞƐŝŶƐŬŝŶǁŽƵŶĚŚĞĂůŝŶŐ͘ΗtŽƵŶĚZĞƉĂŝƌZĞŐĞŶϮϭ;ϲͿ͗ϳϳϮͲ
ϳϴϴ͘
ŚŝĂƌĞůůŝ͕ &͕͘͘'ŝĂŶŶŝŶŝĂŶĚD͘WƌŝŵĂǀĞƌĂ ;ϮϬϭϵͿ͘ΗWƌĞĚŝĐƚŝŽŶĂŶĚƉƌĞǀĞŶƚŝŽŶŽĨ ƚǇƉĞϭĚŝĂďĞƚĞƐ ŝŶ
ĐŚŝůĚƌĞŶ͘ΗůŝŶWĞĚŝĂƚƌŶĚŽĐƌŝŶŽůϮϴ;ϯͿ͗ϰϯͲϱϳ͘
ŚŝůƚŽŶ͕>͕͘͘DŝĚĚůĞŵĂƐ͕E͘'ĂƌĚŝŶĞƌĂŶĚ͘Z͘dŽŵůŝŶƐŽŶ;ϮϬϬϰͿ͘ΗdŚĞƉϳϱŶĞƵƌŽƚƌŽƉŚŝŶƌĞĐĞƉƚŽƌ
ĂƉƉĞĂƌƐ ŝŶƉůĂƐŵĂ ŝŶĚŝĂďĞƚŝĐ ƌĂƚƐͲĐŚĂƌĂĐƚĞƌŝƐĂƚŝŽŶŽĨ ĂƉŽƚĞŶƚŝĂů ĞĂƌůǇ ƚĞƐƚ ĨŽƌŶĞƵƌŽƉĂƚŚǇ͘Η
ŝĂďĞƚŽůŽŐŝĂϰϳ;ϭϭͿ͗ϭϵϮϰͲϭϵϯϬ͘
ŚŽŬƐŝ͕d͕͘͘>͘,ĂǇ͕^ ͘>ĞŐŽŶ͕͘Z͘WŽǇŶĞƌ͕^ ͘,ĂŐŶĞƌ͕^ ͘Z͘ůŽŽŵĂŶĚ͘D͘^ ŵŝƚŚ;ϮϬϬϮͿ͘ΗŽŵƉĂƌŝƐŽŶ
ŽĨ ƚŚĞ ĞǆƉƌĞƐƐŝŽŶŽĨ ĐĂůĐŝƚŽŶŝŶ ƌĞĐĞƉƚŽƌͲůŝŬĞ ƌĞĐĞƉƚŽƌ ;Z>ZͿ ĂŶĚ ƌĞĐĞƉƚŽƌ ĂĐƚŝǀŝƚǇŵŽĚŝĨǇŝŶŐ
ƉƌŽƚĞŝŶƐ;ZDWƐͿǁŝƚŚ'ZWĂŶĚĂĚƌĞŶŽŵĞĚƵůůŝŶďŝŶĚŝŶŐŝŶĐĞůůůŝŶĞƐ͘Ηƌ:WŚĂƌŵĂĐŽůϭϯϲ;ϱͿ͗
ϳϴϰͲϳϵϮ͘
ŚŽƚƚŽǀĄǀŽƌĄŬŽǀĄ͕D͕͘:͘<ƵŶĐŽǀĄ͕h͘WĨĞŝů͕'͘W͘DĐ'ƌĞŐŽƌ͕:͘aǀşŐůĞƌŽǀĄ͕:͘^ ůĂǀşŬŽǀĄĂŶĚt͘<ƵŵŵĞƌ
;ϮϬϬϱͿ͘ΗĂƌĚŝŽŵǇŽƉĂƚŚǇŝŶƐƚƌĞƉƚŽǌŽƚŽĐŝŶͲŝŶĚƵĐĞĚĚŝĂďĞƚĞƐŝŶǀŽůǀĞƐŝŶƚƌĂͲĂǆŽŶĂůĂĐĐƵŵƵůĂƚŝŽŶ
ŽĨĐĂůĐŝƚŽŶŝŶŐĞŶĞͲƌĞůĂƚĞĚƉĞƉƚŝĚĞĂŶĚĂůƚĞƌĞĚĞǆƉƌĞƐƐŝŽŶŽĨŝƚƐƌĞĐĞƉƚŽƌŝŶƌĂƚƐ͘ΗEĞƵƌŽƐĐŝĞŶĐĞ
ϭϯϰ;ϭͿ͗ϱϭͲϱϴ͘
ŚƌŝƐƚŝĂŶƐŽŶ͕:͘͕͘:͘d͘ZŝĞŬŚŽĨĂŶĚ͘͘tƌŝŐŚƚ;ϮϬϬϯͿ͘ΗZĞƐƚŽƌĂƚŝǀĞĞĨĨĞĐƚƐŽĨŶĞƵƌŽƚƌŽƉŚŝŶƚƌĞĂƚŵĞŶƚ
ŽŶĚŝĂďĞƚĞƐͲŝŶĚƵĐĞĚĐƵƚĂŶĞŽƵƐĂǆŽŶůŽƐƐŝŶŵŝĐĞ͘ΗǆƉEĞƵƌŽůϭϳϵ;ϮͿ͗ϭϴϴͲϭϵϵ͘
ůĂƵƐĞŶ͕D͘>͘ĂŶĚd͘ŐŶĞƌ;ϮϬϭϲͿ͘ΗŶƚŝŵŝĐƌŽďŝĂůWĞƉƚŝĚĞƐ͕/ŶĨĞĐƚŝŽŶƐĂŶĚƚŚĞ^ŬŝŶĂƌƌŝĞƌ͘ΗƵƌƌWƌŽďů
ĞƌŵĂƚŽůϰϵ͗ϯϴͲϰϲ͘
ůĞŵĞŶƚŝ͕'͕͘D͘ŵŝĐŽͲZŽǆĂƐ͕͘ĂƌƵƐŽ͕s͘D͘ĂƚĞŶĂƵƚƵůŝ͕͘WƌĂƚŽ͕^͘DĂƵŐĞƌŝ͕͘ĚĞĞƌŶĂƌĚŝƐĂŶĚ
h͘^ĐĂƉĂŐŶŝŶŝ;ϭϵϵϰͿ͘ΗĨĨĞĐƚƐŽĨ'ZWŝŶĚŝĨĨĞƌĞŶƚŵŽĚĞůƐŽĨŵŽƵƐĞĞĂƌŝŶĨůĂŵŵĂƚŝŽŶ͘Η>ŝĨĞ^Đŝ
ϱϰ;ϴͿ͗>ϭϭϵͲϭϮϰ͘
ůĞŵĞŶƚŝ͕'͕͘͘ĂƌƵƐŽ͕s͘D͘ƵƚƵůŝ͕͘WƌĂƚŽ͕͘ĚĞĞƌŶĂƌĚŝƐ͕͘͘&ŝŽƌĞĂŶĚD͘ŵŝĐŽͲZŽǆĂƐ;ϭϵϵϱͿ͘
ΗŶƚŝͲŝŶĨůĂŵŵĂƚŽƌǇ ĂĐƚŝǀŝƚǇ ŽĨ ĂŵǇůŝŶ ĂŶĚ 'ZW ŝŶ ĚŝĨĨĞƌĞŶƚ ĞǆƉĞƌŝŵĞŶƚĂů ŵŽĚĞůƐ ŽĨ
ŝŶĨůĂŵŵĂƚŝŽŶ͘Η>ŝĨĞ^Đŝϱϳ;ϭϰͿ͗>ϭϵϯͲϭϵϳ͘
ŽŚĞŶ͕W͘ĂŶĚ͘D͘^ƉŝĞŐĞůŵĂŶ;ϮϬϭϲͿ͘ΗĞůůďŝŽůŽŐǇŽĨĨĂƚƐƚŽƌĂŐĞ͘ΗDŽůŝŽůĞůůϮϳ;ϭϲͿ͗ϮϱϮϯͲϮϱϮϳ͘
ŽƉĞůĂŶĚ͕E͘'͕͘E͘͘:ĞŶŬŝŶƐ͕͘:͘'ŝůďĞƌƚ͕:͘d͘ƉƉŝŐ͕>͘:͘DĂůƚĂŝƐ͕:͘͘DŝůůĞƌ͕t͘&͘ŝĞƚƌŝĐŚ͕͘tĞĂǀĞƌ͕
^͘ ͘ >ŝŶĐŽůŶ͕ Z͘ '͘ ^ƚĞĞŶ ĂŶĚ Ğƚ Ăů͘ ;ϭϵϵϯͿ͘ Η ŐĞŶĞƚŝĐ ůŝŶŬĂŐĞ ŵĂƉ ŽĨ ƚŚĞ ŵŽƵƐĞ͗ ĐƵƌƌĞŶƚ
ĂƉƉůŝĐĂƚŝŽŶƐĂŶĚĨƵƚƵƌĞƉƌŽƐƉĞĐƚƐ͘Η^ĐŝĞŶĐĞϮϲϮ;ϱϭϯϬͿ͗ϱϳͲϲϲ͘
ŽƌŵĂĐŬ͕͘ ;ϭϵϴϳͿ͘,Ăŵ͛Ɛ,ŝƐƚŽůŽŐǇ͕ϵƚŚĞĚŝƚŝŽŶ͕ŚĂƉƚĞƌdŚĞ ŝŶƚĞŐƵŵĞŶƚĂƌǇƐǇƐƚĞŵ͘WŚŝůĂĚĞůƉŚŝĂ͕
:͘͘>ŝƉƉŝŶĐŽƚƚŽŵƉĂŶǇ͘
ŽƐƚĞ͕͕͘͘yŝĂŽ͕:͘^͘^ĂŶƚŽƐ͕Z͘^ǇĞĚĂ͕:͘'ƌĂŶĚů͕<͘^͘^ƉĞŶĐĞƌ͕^͘͘<ŝŵ͕D͘^ĐŚŵŝĚƚ͕:͘DĂƚŚƵƌ͕͘͘
ƵďŝŶ͕ D͘DŽŶƚĂů ĂŶĚ ͘ WĂƚĂƉŽƵƚŝĂŶ ;ϮϬϭϮͿ͘ ΗWŝĞǌŽ ƉƌŽƚĞŝŶƐ ĂƌĞ ƉŽƌĞͲĨŽƌŵŝŶŐ ƐƵďƵŶŝƚƐ ŽĨ
ŵĞĐŚĂŶŝĐĂůůǇĂĐƚŝǀĂƚĞĚĐŚĂŶŶĞůƐ͘ΗEĂƚƵƌĞϰϴϯ;ϳϯϴϴͿ͗ϭϳϲͲϭϴϭ͘
ŽƚƚƌĞůů͕'͘^͕͘͘WĂĚŝůůĂ͕^͘WŝŬŝŽƐ͕͘ZŽŽƐƚĞƌŵĂŶ͕D͘^ƚĞŝŶŚŽĨĨ͕͘&͘'ƌĂĚǇĂŶĚE͘t͘ƵŶŶĞƚƚ;ϮϬϬϳͿ͘
ΗWŽƐƚͲĞŶĚŽĐǇƚŝĐ ƐŽƌƚŝŶŐ ŽĨ ĐĂůĐŝƚŽŶŝŶ ƌĞĐĞƉƚŽƌͲůŝŬĞ ƌĞĐĞƉƚŽƌ ĂŶĚ ƌĞĐĞƉƚŽƌ ĂĐƚŝǀŝƚǇͲŵŽĚŝĨǇŝŶŐ
ƉƌŽƚĞŝŶϭ͘Η:ŝŽůŚĞŵϮϴϮ;ϭϲͿ͗ϭϮϮϲϬͲϭϮϮϳϭ͘
ƌĂǁĨŽƌĚ͕:͕͘<͘EǇŐĂƌĚ͕͘^͘'ĂŶĂŶĚ͘͘KΖ'ŽƌŵĂŶ;ϮϬϭϱͿ͘ΗWĞƌŝŽƐƚŝŶŝŶĚƵĐĞƐĨŝďƌŽďůĂƐƚƉƌŽůŝĨĞƌĂƚŝŽŶ
ĂŶĚŵǇŽĨŝďƌŽďůĂƐƚƉĞƌƐŝƐƚĞŶĐĞŝŶŚǇƉĞƌƚƌŽƉŚŝĐƐĐĂƌƌŝŶŐ͘ΗǆƉĞƌŵĂƚŽůϮϰ;ϮͿ͗ϭϮϬͲϭϮϲ͘
ƵĞŝůůĞ͕͘ĂŶĚ:͘D͘'ĂƌĞů;ϮϬϬϰͿ͘Η΀ZDWƐĂŶĚ'ƉƌŽƚĞŝŶĐŽƵƉůĞĚƌĞĐĞƉƚŽƌƐ΁͘ΗDĞĚ^ĐŝϮϬ;ϴͲϵͿ͗ϳϳϯͲ
ϳϳϴ͘
Ƶŝ͕&͘&͕͘z͘z͘WĂŶ͕,͘,͘yŝĞ͕y͘,͘tĂŶŐ͕,͘y͘^Śŝ͕:͘yŝĂŽ͕,͘z͘ŚĂŶŐ͕,͘d͘ŚĂŶŐĂŶĚ>͘W͘:ŝĂŶŐ;ϮϬϭϲͿ͘
ΗWƌĞƐƐƵƌĞ ŽŵďŝŶĞĚ ǁŝƚŚ /ƐĐŚĞŵŝĂͬZĞƉĞƌĨƵƐŝŽŶ /ŶũƵƌǇ /ŶĚƵĐĞƐ ĞĞƉ dŝƐƐƵĞ /ŶũƵƌǇ ǀŝĂ
ŶĚŽƉůĂƐŵŝĐZĞƚŝĐƵůƵŵ^ƚƌĞƐƐŝŶĂZĂƚWƌĞƐƐƵƌĞhůĐĞƌDŽĚĞů͘Η/Ŷƚ:DŽů^Đŝ͘ϭϳ;ϯͿ͗Ϯϴϰ͘
Ƶŝ͕z͘z͕͘,͘yƵ͕,͘,͘tƵ͕:͘Yŝ͕:͘^ŚŝĂŶĚz͘Y͘>ŝ;ϮϬϭϰͿ͘Η^ƉĂƚŝŽͲƚĞŵƉŽƌĂůĞǆƉƌĞƐƐŝŽŶĂŶĚĨƵŶĐƚŝŽŶĂů
ŝŶǀŽůǀĞŵĞŶƚŽĨƚƌĂŶƐŝĞŶƚƌĞĐĞƉƚŽƌƉŽƚĞŶƚŝĂůǀĂŶŝůůŽŝĚϭŝŶĚŝĂďĞƚŝĐŵĞĐŚĂŶŝĐĂůĂůůŽĚǇŶŝĂŝŶƌĂƚƐ͘Η
W>Ž^KEϵ;ϳͿ͘
ĂůůŽƐ͕͕͘D͘<ŝƐƐ͕,͘WŽůǇĂŶŬĂ͕͘ŽďŽǌǇ͕>͘<ĞŵĞŶǇĂŶĚ^͘,ƵƐǌ;ϮϬϬϲͿ͘ΗĨĨĞĐƚƐŽĨƚŚĞŶĞƵƌŽƉĞƉƚŝĚĞƐ
ƐƵďƐƚĂŶĐĞW͕ĐĂůĐŝƚŽŶŝŶŐĞŶĞͲƌĞůĂƚĞĚƉĞƉƚŝĚĞ͕ǀĂƐŽĂĐƚŝǀĞŝŶƚĞƐƚŝŶĂůƉŽůǇƉĞƉƚŝĚĞĂŶĚŐĂůĂŶŝŶŽŶ
ƚŚĞ ƉƌŽĚƵĐƚŝŽŶ ŽĨ ŶĞƌǀĞ ŐƌŽǁƚŚ ĨĂĐƚŽƌ ĂŶĚ ŝŶĨůĂŵŵĂƚŽƌǇ ĐǇƚŽŬŝŶĞƐ ŝŶ ĐƵůƚƵƌĞĚ ŚƵŵĂŶ
ŬĞƌĂƚŝŶŽĐǇƚĞƐ͘ΗEĞƵƌŽƉĞƉƚŝĚĞƐϰϬ;ϰͿ͗ϮϱϭͲϮϲϯ͘
ZĠĨĠƌĞŶĐĞƐďŝďůŝŽŐƌĂƉŚŝƋƵĞƐ 
ϭϲϭ
 
ĂŶŝŐŽ͕ ͕͘ >͘ DĂŐǇ ĂŶĚ ͘ ĞŵŝŽƚ ;ϮϬϭϯͿ͘ Η΀dZWsϭ ŝŶ ŶĞƵƌŽƉĂƚŚŝĐ ƉĂŝŶ͗ ĨƌŽŵ ĂŶŝŵĂů ŵŽĚĞůƐ ƚŽ
ƚŚĞƌĂƉĞƵƚŝĐĂůƉƌŽƐƉĞĐƚƐ΁͘ΗDĞĚ^ĐŝϮϵ;ϲͲϳͿ͗ϱϵϳͲϲϬϲ͘
ĂŶŝŐŽ͕͕͘>͘DĂŐǇ͕>͘ZŝĐŚĂƌĚ͕͘ĞƐŵŽƵůŝğƌĞ͕^͘ŽƵƌƚŚŽƵŵŝĞƵ͕͘&ƵŶĂůŽƚĂŶĚ͘ĞŵŝŽƚ;ϮϬϭϰͿ͘
ΗEĞƵƌŽƉƌŽƚĞĐƚŝǀĞĨĨĞĐƚŽĨ ƌǇƚŚƌŽƉŽŝĞƚŝŶ ĂŐĂŝŶƐƚWƌĞƐƐƵƌĞhůĐĞƌ ŝŶ ĂDŽƵƐĞDŽĚĞůŽĨ ^ŵĂůů
&ŝďĞƌEĞƵƌŽƉĂƚŚǇ͘ΗW>Ž^KEϵ;ϭϭͿ͗Ğϭϭϯϰϱϰ͘
Ğ 'ƌĞŐŽƌŝŽ͕ ͕͘ ͘ ŽŶƚĂĚŽƌ͕D͘ ĂŵƉĞƌŽ͕D͘ ǌƋƵĞƌ ĂŶĚ &͘ ǌƋƵĞƌ ;ϮϬϭϴͿ͘ ΗŚĂƌĂĐƚĞƌŝǌĂƚŝŽŶ ŽĨ
ĚŝĂďĞƚŝĐŶĞƵƌŽƉĂƚŚǇƉƌŽŐƌĞƐƐŝŽŶŝŶĂŵŽƵƐĞŵŽĚĞůŽĨƚǇƉĞϮĚŝĂďĞƚĞƐŵĞůůŝƚƵƐ͘ΗŝŽůKƉĞŶϳ;ϵͿ͘
ĚĞtĞƌƚ͕>͘͕͘͘>͘ĂĚĞƌ͕͘t͘KŽŵĞŶƐ͕>͘^ĐŚŽŽŶŚŽǀĞŶ͕D͘WŽĞǌĞĂŶĚE͘͘ŽƵǀǇ;ϮϬϭϱͿ͘ΗŶĞǁ
ŵĞƚŚŽĚƚŽĞǀĂůƵĂƚĞƚŚĞĞĨĨĞĐƚƐŽĨƐŚĞĂƌŽŶƚŚĞƐŬŝŶ͘ΗtŽƵŶĚZĞƉĂŝƌZĞŐĞŶϮϯ;ϲͿ͗ϴϴϱͲϴϵϬ͘
ĞĐŬĞƌƐ͕:͕͘,͘,ĂŵŵĂĚĂŶĚ͘,ŽƐƚĞ;ϮϬϭϴͿ͘Η>ĂŶŐĞƌŚĂŶƐĞůůƐ͗^ĞŶƐŝŶŐƚŚĞŶǀŝƌŽŶŵĞŶƚŝŶ,ĞĂůƚŚĂŶĚ
ŝƐĞĂƐĞ͘Η&ƌŽŶƚ/ŵŵƵŶŽůϵ͗ϵϯ͘
ĞůŐĂĚŽ͕͘s͕͘͘d͘DĐDĂŶƵƐĂŶĚ:͘W͘ŚĂŵďĞƌƐ;ϮϬϬϱͿ͘ΗǆŽŐĞŶŽƵƐĂĚŵŝŶŝƐƚƌĂƚŝŽŶŽĨ^ƵďƐƚĂŶĐĞW
ĞŶŚĂŶĐĞƐǁŽƵŶĚŚĞĂůŝŶŐŝŶĂŶŽǀĞůƐŬŝŶͲŝŶũƵƌǇŵŽĚĞů͘ΗǆƉŝŽůDĞĚϮϯϬ;ϰͿ͗ϮϳϭͲϮϴϬ͘
ĞŵŝŽƚ͕ ͕͘ s͘ ^ĂƌƌĂǌǇ͕ :͘ :ĂǀĞůůĂƵĚ͕ >͘ 'ŽƵƌůŽŝ͕ >͘ ŽƚĞůůĞ͕ E͘ KƵĚĂƌƚ ĂŶĚ :͘ͲD͘ ĐŚĂƌĚ ;ϮϬϭϭͿ͘
ΗƌǇƚŚƌŽƉŽŝĞƚŝŶZĞƐƚŽƌĞƐͲ&ŝďĞƌ&ƵŶĐƚŝŽŶĂŶĚWƌĞǀĞŶƚƐWƌĞƐƐƵƌĞhůĐĞƌ&ŽƌŵĂƚŝŽŶ ŝŶŝĂďĞƚŝĐ
DŝĐĞ͘Η:ŽƵƌŶĂůŽĨ/ŶǀĞƐƚŝŐĂƚŝǀĞĞƌŵĂƚŽůŽŐǇϭϯϭ;ϭϭͿ͗ϮϯϭϲͲϮϯϮϮ͘
ĞŶĚĂ͕D͕͘D͘ dƐƵƚƐƵŵŝ͕D͘'ŽƚŽ͕<͘ /ŬĞǇĂŵĂ ĂŶĚ^͘ĞŶĚĂ ;ϮϬϭϬͿ͘ ΗdŽƉŝĐĂů ĂƉƉůŝĐĂƚŝŽŶŽĨ dZWϭ
ĂŐŽŶŝƐƚƐ ĂŶĚ ďƌŝĞĨ ĐŽůĚ ĞǆƉŽƐƵƌĞ ĂĐĐĞůĞƌĂƚĞ ƐŬŝŶ ƉĞƌŵĞĂďŝůŝƚǇ ďĂƌƌŝĞƌ ƌĞĐŽǀĞƌǇ͘Η : /ŶǀĞƐƚ
ĞƌŵĂƚŽůϭϯϬ;ϳͿ͗ϭϵϰϮͲϭϵϰϱ͘
ĞŶĞĐŬĞƌ͕'͕͘W͘KǀĂĞƌĞ͕W͘sĂŶĚĞŶĂďĞĞůĞĂŶĚt͘ĞĐůĞƌĐƋ;ϮϬϬϴͿ͘ΗĂƐƉĂƐĞͲϭϰƌĞǀĞĂůƐŝƚƐƐĞĐƌĞƚƐ͘Η:
ĞůůŝŽůϭϴϬ;ϯͿ͗ϰϱϭͲϰϱϴ͘
ĞƌďĞŶĞǀ͕͘s͘ĂŶĚ͘ƐŽŵďŽŬ;ϮϬϭϲͿ͘ΗWŽƚĞŶƚŝĂůƚŚĞƌĂƉĞƵƚŝĐǀĂůƵĞŽĨdZWsϭĂŶĚdZWϭŝŶĚŝĂďĞƚĞƐ
ŵĞůůŝƚƵƐĂŶĚŽďĞƐŝƚǇ͘Η^ĞŵŝŶ/ŵŵƵŶŽƉĂƚŚŽůϯϴ;ϯͿ͗ϯϵϳͲϰϬϲ͘
ĞƐŵŽƵůŝĞƌĞ͕͕͘D͘ZĞĚĂƌĚ͕ /͘ĂƌďǇĂŶĚ'͘'ĂďďŝĂŶŝ ;ϭϵϵϱͿ͘ ΗƉŽƉƚŽƐŝƐŵĞĚŝĂƚĞƐ ƚŚĞĚĞĐƌĞĂƐĞ ŝŶ
ĐĞůůƵůĂƌŝƚǇĚƵƌŝŶŐƚŚĞƚƌĂŶƐŝƚŝŽŶďĞƚǁĞĞŶŐƌĂŶƵůĂƚŝŽŶƚŝƐƐƵĞĂŶĚƐĐĂƌ͘Ηŵ:WĂƚŚŽůϭϰϲ;ϭͿ͗ϱϲͲ
ϲϲ͘
ĞƐƚĂ͕ d͕͘ :͘ >ŝ͕ d͘ ŚŝŶŽ ĂŶĚ͘ d͘'ƌĂǀĞƐ ;ϮϬϭϬͿ͘ ΗůƚĞƌĞĚ ĨŝďƌŽďůĂƐƚ ƉƌŽůŝĨĞƌĂƚŝŽŶ ĂŶĚ ĂƉŽƉƚŽƐŝƐ ŝŶ
ĚŝĂďĞƚŝĐŐŝŶŐŝǀĂůǁŽƵŶĚƐ͘Η:ĞŶƚZĞƐϴϵ;ϲͿ͗ϲϬϵͲϲϭϰ͘
ŝŶŐ͕z͕͘Y͘'Ğ͕,͘YƵ͕͘&ĞŶŐ͕:͘>ŽŶŐ͕Y͘tĞŝ͕Y͘ŚŽƵ͕Z͘tƵ͕>͘zĂŽĂŶĚ,͘ĞŶŐ;ϮϬϭϴͿ͘Η/ŶĐƌĞĂƐĞĚ
ƐĞƌƵŵ ƉĞƌŝŽƐƚŝŶ ĐŽŶĐĞŶƚƌĂƚŝŽŶƐ ĂƌĞ ĂƐƐŽĐŝĂƚĞĚ ǁŝƚŚ ƚŚĞ ƉƌĞƐĞŶĐĞ ŽĨ ĚŝĂďĞƚŝĐ ƌĞƚŝŶŽƉĂƚŚǇ ŝŶ
ƉĂƚŝĞŶƚƐǁŝƚŚƚǇƉĞϮĚŝĂďĞƚĞƐŵĞůůŝƚƵƐ͘Η:ŶĚŽĐƌŝŶŽů/ŶǀĞƐƚϰϭ;ϴͿ͗ϵϯϳͲϵϰϱ͘
ŝŶŚ͕d͕͘&͘dĞĐŝůĂǌŝĐŚ͕͘<ĂĨĂŶĂƐ͕:͘ŽƵƉŝƐ͕͘'ŶĂƌĚĞůůŝƐ͕͘>ĞĂů͕͘dĞůůĞĐŚĞĂ͕>͘WƌĂĚŚĂŶ͕d͘͘>ǇŽŶƐ͕
:͘D͘'ŝƵƌŝŶŝĂŶĚ͘sĞǀĞƐ ;ϮϬϭϮͿ͘ ΗDĞĐŚĂŶŝƐŵƐ ŝŶǀŽůǀĞĚ ŝŶ ƚŚĞ ĚĞǀĞůŽƉŵĞŶƚĂŶĚŚĞĂůŝŶŐŽĨ
ĚŝĂďĞƚŝĐĨŽŽƚƵůĐĞƌĂƚŝŽŶ͘ΗŝĂďĞƚĞƐϲϭ;ϭϭͿ͗ϮϵϯϳͲϮϵϰϳ͘
ŝŶƐĚĂůĞ͕ ^͘ D͘ ;ϭϵϳϯͿ͘ ΗĞĐƵďŝƚƵƐ ƵůĐĞƌƐ ŝŶ ƐǁŝŶĞ͗ ůŝŐŚƚ ĂŶĚ ĞůĞĐƚƌŽŶ ŵŝĐƌŽƐĐŽƉǇ ƐƚƵĚǇ ŽĨ
ƉĂƚŚŽŐĞŶĞƐŝƐ͘ΗƌĐŚWŚǇƐDĞĚZĞŚĂďŝůϱϰ;ϮͿ͗ϱϭͲϱϲ͘
ŝŶƐĚĂůĞ͕^͘D͘;ϭϵϳϰͿ͘ΗĞĐƵďŝƚƵƐƵůĐĞƌƐ͗ƌŽůĞŽĨƉƌĞƐƐƵƌĞĂŶĚĨƌŝĐƚŝŽŶŝŶĐĂƵƐĂƚŝŽŶ͘ΗƌĐŚWŚǇƐDĞĚ
ZĞŚĂďŝůϱϱ;ϰͿ͗ϭϰϳͲϭϱϮ͘
ŝƌŝĚŽůůŽƵ͕^͕͘&͘WĂƚĂƚ͕&͘'ĞŶƐ͕>͘sĂŝůůĂŶƚ͕͘ůĂĐŬ͕:͘D͘>ĂŐĂƌĚĞ͕z͘'ĂůůĂŶĚD͘ĞƌƐŽŶ;ϮϬϬϬͿ͘Η/ŶǀŝǀŽ
ŵŽĚĞůŽĨƚŚĞŵĞĐŚĂŶŝĐĂůƉƌŽƉĞƌƚŝĞƐŽĨƚŚĞŚƵŵĂŶƐŬŝŶƵŶĚĞƌƐƵĐƚŝŽŶ͘Η^ŬŝŶZĞƐdĞĐŚŶŽůϲ;ϰͿ͗
ϮϭϰͲϮϮϭ͘
ŝǀŝƐŽǀĂ͕^͕͘͘sůĐŬŽǀĂ͕/͘^ƌŽƚŽǀĂ͕^͘<ŝŶĐŽǀĂ͕D͘^ŬŽƌŶĂ͕>͘ƵƐĞŬ͕W͘ƵďŽǀǇĂŶĚ:͘ĞĚŶĂƌŝŬ;ϮϬϭϲͿ͘
Η/ŶƚƌĂĞƉŝĚĞƌŵĂůŶĞƌǀĞͲĨŝďƌĞĚĞŶƐŝƚǇĂƐĂďŝŽŵĂƌŬĞƌŽĨƚŚĞĐŽƵƌƐĞŽĨŶĞƵƌŽƉĂƚŚǇŝŶƉĂƚŝĞŶƚƐǁŝƚŚ
dǇƉĞϮĚŝĂďĞƚĞƐŵĞůůŝƚƵƐ͘ΗŝĂďĞƚDĞĚϯϯ;ϱͿ͗ϲϱϬͲϲϱϰ͘
ŽŵŝŶŐƵĞƚŝ͕͘W͕͘>͘D͘ƵƐƐĞ͕D͘ĂƌǀĂůŚŽ͕>͘W͘ĚĞ^ŽƵƐĂ͕<͘͘'ŽŵĞƐĂŶĚ͘W͘&ĞƌŶĂŶĚĞƐ;ϮϬϭϲͿ͘
ΗŝĂďĞƚĞƐŵĞůůŝƚƵƐ͗dŚĞůŝŶŬĂŐĞďĞƚǁĞĞŶŽǆŝĚĂƚŝǀĞƐƚƌĞƐƐ͕ŝŶĨůĂŵŵĂƚŝŽŶ͕ŚǇƉĞƌĐŽĂŐƵůĂďŝůŝƚǇĂŶĚ
ǀĂƐĐƵůĂƌĐŽŵƉůŝĐĂƚŝŽŶƐ͘Η:ŝĂďĞƚĞƐŽŵƉůŝĐĂƚŝŽŶƐϯϬ;ϰͿ͗ϳϯϴͲϳϰϱ͘
ŽŶŐ͕D͘t͕͘D͘>ŝ͕:͘ŚĞŶ͕d͘d͘&Ƶ͕<͘͘>ŝŶ͕'͘,͘zĞ͕:͘'͘,ĂŶ͕y͘W͘&ĞŶŐ͕y͘͘>ŝ͕>͘^͘zƵĂŶĚz͘z͘
&ĂŶ;ϮϬϭϲͿ͘ΗĐƚŝǀĂƚŝŽŶŽĨĂůƉŚĂϳŶŚZWƌŽŵŽƚĞƐŝĂďĞƚŝĐtŽƵŶĚ,ĞĂůŝŶŐďǇ^ƵƉƉƌĞƐƐŝŶŐ'Ͳ
/ŶĚƵĐĞĚdE&ͲĂůƉŚĂWƌŽĚƵĐƚŝŽŶ͘Η/ŶĨůĂŵŵĂƚŝŽŶϯϵ;ϮͿ͗ϲϴϳͲϲϵϵ͘
Žǀŝ͕ :͘s͕͘͘D͘ ^ǌƉĂĚĞƌƐŬĂĂŶĚ >͘͘ŝWŝĞƚƌŽ ;ϮϬϬϰͿ͘ ΗEĞƵƚƌŽƉŚŝů ĨƵŶĐƚŝŽŶ ŝŶ ƚŚĞŚĞĂůŝŶŐǁŽƵŶĚ͗
ĂĚĚŝŶŐŝŶƐƵůƚƚŽŝŶũƵƌǇ͍ΗdŚƌŽŵď,ĂĞŵŽƐƚϵϮ;ϮͿ͗ϮϳϱͲϮϴϬ͘
ƌĞůĂ͕͕͘<͘^ƚĂŶŬŽǁƐŬĂ͕͘<ƵůǁĂƐĂŶĚ͘ZŽƐĐ;ϮϬϭϮͿ͘ΗŶĚŽƚŚĞůŝĂůƉƌŽŐĞŶŝƚŽƌĐĞůůƐŝŶĚŝĂďĞƚŝĐĨŽŽƚ
ƐǇŶĚƌŽŵĞ͘ΗĚǀůŝŶǆƉDĞĚϮϭ;ϮͿ͗ϮϰϵͲϮϱϰ͘
ZĠĨĠƌĞŶĐĞƐďŝďůŝŽŐƌĂƉŚŝƋƵĞƐ 
ϭϲϮ
 
ƌŝƐŬĞůů͕Z͘Z͕͘͘͘:ĂŚŽĚĂ͕͘D͘ŚƵŽŶŐ͕&͘D͘tĂƚƚĂŶĚs͘,ŽƌƐůĞǇ;ϮϬϭϰͿ͘ΗĞĨŝŶŝŶŐĚĞƌŵĂůĂĚŝƉŽƐĞ
ƚŝƐƐƵĞ͘ΗǆƉĞƌŵĂƚŽůϮϯ;ϵͿ͗ϲϮϵͲϲϯϭ͘
ƌŝƐŬĞůů͕Z͘Z͘ĂŶĚ&͘D͘tĂƚƚ;ϮϬϭϱͿ͘ΗhŶĚĞƌƐƚĂŶĚŝŶŐĨŝďƌŽďůĂƐƚŚĞƚĞƌŽŐĞŶĞŝƚǇŝŶƚŚĞƐŬŝŶ͘ΗdƌĞŶĚƐĞůů
ŝŽůϮϱ;ϮͿ͗ϵϮͲϵϵ͘
ƵŽ͕>͕͘>͘,Ƶ͕E͘dŝĂŶ͕'͘ŚĞŶŐ͕,͘tĂŶŐ͕͘>ŝŶ͕z͘tĂŶŐĂŶĚz͘zĂŶŐ;ϮϬϭϴͿ͘ΗdZWsϭŐĂŝŶͲŽĨͲĨƵŶĐƚŝŽŶ
ŵƵƚĂƚŝŽŶŝŵƉĂŝƌƐƉĂŝŶĂŶĚŝƚĐŚƐĞŶƐĂƚŝŽŶƐŝŶŵŝĐĞ͘ΗDŽůWĂŝŶϭϰ͗ϭϳϰϰϴϬϲϵϭϴϳϲϮϬϯϭ͘
ǇĐŬ͕W͘:͕͘<͘D͘<ƌĂƚǌ͕:͘>͘<ĂƌŶĞƐ͕t͘:͘>ŝƚĐŚǇ͕Z͘<ůĞŝŶ͕:͘D͘WĂĐŚ͕͘D͘tŝůƐŽŶ͕W͘͘KΖƌŝĞŶ͕>͘:͘
DĞůƚŽŶ͕ ϯƌĚ ĂŶĚ &͘ :͘ ^ĞƌǀŝĐĞ ;ϭϵϵϯͿ͘ ΗdŚĞ ƉƌĞǀĂůĞŶĐĞ ďǇ ƐƚĂŐĞĚ ƐĞǀĞƌŝƚǇ ŽĨ ǀĂƌŝŽƵƐ ƚǇƉĞƐŽĨ
ĚŝĂďĞƚŝĐŶĞƵƌŽƉĂƚŚǇ͕ƌĞƚŝŶŽƉĂƚŚǇ͕ĂŶĚŶĞƉŚƌŽƉĂƚŚǇŝŶĂƉŽƉƵůĂƚŝŽŶͲďĂƐĞĚĐŽŚŽƌƚ͗ƚŚĞZŽĐŚĞƐƚĞƌ
ŝĂďĞƚŝĐEĞƵƌŽƉĂƚŚǇ^ƚƵĚǇ͘ΗEĞƵƌŽůŽŐǇϰϯ;ϰͿ͗ϴϭϳͲϴϮϰ͘
ĐŬĞƌƚ͕ Z͘ >͕͘ :͘ &͘ ƌŝƐŚ͕ d͘ ĨŝŵŽǀĂ͕ ^͘ Z͘ ĂƐŚƚŝ͕ ͘ ĞƵĐŚĞƌ͕ &͘ ŽŶĞ͕ '͘ ĚŚŝŬĂƌǇ͕ '͘ ,ƵĂŶŐ͕ Z͘
'ŽƉĂůĂŬƌŝƐŚŶĂŶĂŶĚ^͘ĂůĂƐƵďƌĂŵĂŶŝĂŶ ;ϮϬϬϰͿ͘ΗZĞŐƵůĂƚŝŽŶŽĨ ŝŶǀŽůƵĐƌŝŶŐĞŶĞĞǆƉƌĞƐƐŝŽŶ͘Η :
/ŶǀĞƐƚĞƌŵĂƚŽůϭϮϯ;ϭͿ͗ϭϯͲϮϮ͘
ĚŵŽŶĚƐ͕D͘;ϮϬϭϯͿ͘ΗDŽĚĞƌŶƚƌĞĂƚŵĞŶƚŽĨŝŶĨĞĐƚŝŽŶĂŶĚŝƐĐŚĂĞŵŝĂƚŽƌĞĚƵĐĞŵĂũŽƌĂŵƉƵƚĂƚŝŽŶŝŶ
ƚŚĞĚŝĂďĞƚŝĐĨŽŽƚ͘ΗƵƌƌWŚĂƌŵĞƐϭϵ;ϮϳͿ͗ϱϬϬϴͲϱϬϭϱ͘
ĚƐďĞƌŐ͕ >͘ ͕͘ :͘D͘ ůĂĐŬ͕D͘'ŽůĚďĞƌŐ͕ >͘DĐEŝĐŚŽů͕ >͘DŽŽƌĞ ĂŶĚD͘ ^ŝĞŐŐƌĞĞŶ ;ϮϬϭϲͿ͘ ΗZĞǀŝƐĞĚ
EĂƚŝŽŶĂůWƌĞƐƐƵƌĞhůĐĞƌĚǀŝƐŽƌǇWĂŶĞůWƌĞƐƐƵƌĞ/ŶũƵƌǇ^ƚĂŐŝŶŐ^ǇƐƚĞŵ͗ZĞǀŝƐĞĚWƌĞƐƐƵƌĞ/ŶũƵƌǇ
^ƚĂŐŝŶŐ^ǇƐƚĞŵ͘Η:tŽƵŶĚKƐƚŽŵǇŽŶƚŝŶĞŶĐĞEƵƌƐϰϯ;ϲͿ͗ϱϴϱͲϱϵϳ͘
ĚǁĂƌĚƐ͕Z͘ĂŶĚ<͘'͘,ĂƌĚŝŶŐ;ϮϬϬϰͿ͘ΗĂĐƚĞƌŝĂĂŶĚǁŽƵŶĚŚĞĂůŝŶŐ͘ΗƵƌƌKƉŝŶ/ŶĨĞĐƚŝƐϭϳ;ϮͿ͗ϵϭͲϵϲ͘
ŐĞĂ͕^͘͘ĂŶĚ/͘D͘ŝĐŬĞƌƐŽŶ;ϮϬϭϮͿ͘ΗŝƌĞĐƚŝŶƚĞƌĂĐƚŝŽŶƐďĞƚǁĞĞŶĐĂůĐŝƚŽŶŝŶͲůŝŬĞƌĞĐĞƉƚŽƌ;>ZͿĂŶĚ
'ZWͲƌĞĐĞƉƚŽƌ ĐŽŵƉŽŶĞŶƚ ƉƌŽƚĞŝŶ ;ZWͿ ƌĞŐƵůĂƚĞ 'ZW ƌĞĐĞƉƚŽƌ ƐŝŐŶĂůŝŶŐ͘Η ŶĚŽĐƌŝŶŽůŽŐǇ
ϭϱϯ;ϰͿ͗ϭϴϱϬͲϭϴϲϬ͘
ůͲĂǁůĂ͕E͘D͘Y͕͘͘D͘^ĂůůĂŵ͕D͘,͘ůͲ,ĞĨŶĂǁǇĂŶĚ,͘K͘ůͲDĞƐĂůůĂŵǇ;ϮϬϭϵͿ͘ΗͲĐĂĚŚĞƌŝŶĂŶĚ
ƉĞƌŝŽƐƚŝŶŝŶĞĂƌůǇĚĞƚĞĐƚŝŽŶĂŶĚƉƌŽŐƌĞƐƐŝŽŶŽĨĚŝĂďĞƚŝĐŶĞƉŚƌŽƉĂƚŚǇ͗ĞƉŝƚŚĞůŝĂůͲƚŽͲŵĞƐĞŶĐŚǇŵĂů
ƚƌĂŶƐŝƚŝŽŶ͘ΗůŝŶǆƉEĞƉŚƌŽů΀ƉƵďĂŚĞĂĚŽĨƉƌŝŶƚ΁͘
ůŝĂƐ͕ W͘D͘ ;ϭϵϴϯͿ͘ ΗƉŝĚĞƌŵĂů ůŝƉŝĚƐ͕ ďĂƌƌŝĞƌ ĨƵŶĐƚŝŽŶ͕ ĂŶĚ ĚĞƐƋƵĂŵĂƚŝŽŶ͘Η : /ŶǀĞƐƚĞƌŵĂƚŽůϴϬ;ϭ
^ƵƉƉůͿ͗ϰϰƐͲϰϵƐ͘
ůůŝŽƚƚ͕͘'͕͘:͘tĂŶŐ͕y͘'ƵŽ͕^͘t͘yƵ͕D͘ĂƐƚǁŽŽĚ͕:͘'ƵĂŶ͕͘>ĞĂƐŬ͕^͘:͘ŽŶǁĂǇĂŶĚ͘t͘,ĂŵŝůƚŽŶ
;ϮϬϭϮͿ͘ ΗWĞƌŝŽƐƚŝŶ ŵŽĚƵůĂƚĞƐ ŵǇŽĨŝďƌŽďůĂƐƚ ĚŝĨĨĞƌĞŶƚŝĂƚŝŽŶ ĚƵƌŝŶŐ ĨƵůůͲƚŚŝĐŬŶĞƐƐ ĐƵƚĂŶĞŽƵƐ
ǁŽƵŶĚƌĞƉĂŝƌ͘Η:Ğůů^ĐŝϭϮϱ;WƚϭͿ͗ϭϮϭͲϭϯϮ͘
ŵĂŶƵĞůŝ͕͕͘D͘͘^ĂůŝƐ͕͘WŝŶŶĂ͕'͘'ƌĂŝĂŶŝ͕>͘DĂŶŶŝĂŶĚW͘DĂĚĞĚĚƵ;ϮϬϬϮͿ͘ΗEĞƌǀĞŐƌŽǁƚŚĨĂĐƚŽƌ
ƉƌŽŵŽƚĞƐ ĂŶŐŝŽŐĞŶĞƐŝƐ ĂŶĚĂƌƚĞƌŝŽŐĞŶĞƐŝƐ ŝŶ ŝƐĐŚĞŵŝĐŚŝŶĚůŝŵďƐ͘ΗŝƌĐƵůĂƚŝŽŶϭϬϲ;ϭϳͿ͗ ϮϮϱϳͲ
ϮϮϲϮ͘
ŵĂŶƵĞůůŝ͕ d͕͘ ͘ ƵƌŐĞŝƌŽ ĂŶĚ ͘ ĂƌǀĂůŚŽ ;ϮϬϭϲͿ͘ ΗĨĨĞĐƚƐ ŽĨ ŝŶƐƵůŝŶ ŽŶ ƚŚĞ ƐŬŝŶ͗ ƉŽƐƐŝďůĞ ŚĞĂůŝŶŐ
ďĞŶĞĨŝƚƐĨŽƌĚŝĂďĞƚŝĐĨŽŽƚƵůĐĞƌƐ͘ΗƌĐŚĞƌŵĂƚŽůZĞƐϯϬϴ;ϭϬͿ͗ϲϳϳͲϲϵϰ͘
ŶŐĞďƌĞƚƐĞŶ͕ <͘ ͕͘ :͘ ͘ :ŽŚĂŶƐĞŶ͕ ^͘ <ĞǌŝĐ͕ ͘ >ŝŶŶĞďĞƌŐ ĂŶĚ :͘ W͘ dŚǇƐƐĞŶ ;ϮϬϭϲͿ͘ ΗdŚĞ ĞĨĨĞĐƚ ŽĨ
ĞŶǀŝƌŽŶŵĞŶƚĂůŚƵŵŝĚŝƚǇĂŶĚƚĞŵƉĞƌĂƚƵƌĞŽŶƐŬŝŶďĂƌƌŝĞƌĨƵŶĐƚŝŽŶĂŶĚĚĞƌŵĂƚŝƚŝƐ͘Η:ƵƌĐĂĚ
ĞƌŵĂƚŽůsĞŶĞƌĞŽůϯϬ;ϮͿ͗ϮϮϯͲϮϰϵ͘
ŶŐŝŶ͕͘;ϭϵϵϴͿ͘ΗĨĨĞĐƚƐŽĨĐĂůĐŝƚŽŶŝŶŐĞŶĞͲƌĞůĂƚĞĚƉĞƉƚŝĚĞŽŶǁŽƵŶĚĐŽŶƚƌĂĐƚŝŽŶŝŶĚĞŶĞƌǀĂƚĞĚĂŶĚ
ŶŽƌŵĂůƌĂƚƐŬŝŶ͗ĂƉƌĞůŝŵŝŶĂƌǇƌĞƉŽƌƚ͘ΗWůĂƐƚZĞĐŽŶƐƚƌ^ƵƌŐϭϬϭ;ϳͿ͗ϭϴϴϳͲϭϴϵϬ͘
ƉƐƚĞŝŶ͕ ͘ ,͕͘ :ƌ͘ ;ϭϵϳϰͿ͘ Η;ůƉŚĂϭ;ϯͿͿϯ ŚƵŵĂŶ ƐŬŝŶ ĐŽůůĂŐĞŶ͘ ZĞůĞĂƐĞ ďǇ ƉĞƉƐŝŶ ĚŝŐĞƐƚŝŽŶ ĂŶĚ
ƉƌĞƉŽŶĚĞƌĂŶĐĞŝŶĨĞƚĂůůŝĨĞ͘Η:ŝŽůŚĞŵϮϰϵ;ϭϬͿ͗ϯϮϮϱͲϯϮϯϭ͘
ǀĂŶƐ͕͘E͕͘D͘/͘ZŽƐĞŶďůĂƚƚ͕>͘K͘DŶĂǇĞƌ͕<͘Z͘KůŝǀĞƌĂŶĚ/͘D͘ŝĐŬĞƌƐŽŶ;ϮϬϬϬͿ͘Η'ZWͲZW͕ĂŶŽǀĞů
ƉƌŽƚĞŝŶƌĞƋƵŝƌĞĚĨŽƌƐŝŐŶĂůƚƌĂŶƐĚƵĐƚŝŽŶĂƚĐĂůĐŝƚŽŶŝŶŐĞŶĞͲƌĞůĂƚĞĚƉĞƉƚŝĚĞĂŶĚĂĚƌĞŶŽŵĞĚƵůůŝŶ
ƌĞĐĞƉƚŽƌƐ͘Η:ŝŽůŚĞŵϮϳϱ;ϰϬͿ͗ϯϭϰϯϴͲϯϭϰϰϯ͘
ǀĂŶƐ͕:͘>͘ĂŶĚ/͘͘'ŽůĚĨŝŶĞ;ϮϬϭϲͿ͘ΗEĞǁZŽĂĚĨŽƌdƌĞĂƚŝŶŐƚŚĞsĂƐĐƵůĂƌŽŵƉůŝĐĂƚŝŽŶƐŽĨŝĂďĞƚĞƐ͗
^Ž>ĞƚΖƐ^ƚĞƉŽŶƚŚĞ'ĂƐ͘ΗŝĂďĞƚĞƐϲϱ;ϮͿ͗ϯϰϲͲϯϰϴ͘
&ĂĚŝŶŝ͕'͘W͕͘>͘DĞŶĞŐĂǌǌŽ͕D͘ZŝŐĂƚŽ͕s͘^ĐĂƚƚŽůŝŶŝ͕E͘WŽŶĐŝŶĂ͕͘ƌƵƚƚŽĐĂŽ͕^͘ŝĐŝůŝŽƚ͕&͘DĂŵŵĂŶŽ͕
͘͘ŝƵďŽƚĂƌƵ͕͘ƌŽĐĐŽ͕D͘͘DĂƌĞƐĐŽƚƚŝ͕Z͘ĂƉƉĞůůĂƌŝ͕'͘ƌƌŝŐŽŶŝ͕Z͘DŝůůŝŽŶŝ͕^͘sŝŐŝůŝĚĞ
<ƌĞƵƚǌĞŶďĞƌŐ͕D͘ůďŝĞƌŽĂŶĚ͘ǀŽŐĂƌŽ;ϮϬϭϲͿ͘ΗEdŽƐŝƐĞůĂǇƐŝĂďĞƚŝĐtŽƵŶĚ,ĞĂůŝŶŐ ŝŶ
DŝĐĞĂŶĚ,ƵŵĂŶƐ͘ΗŝĂďĞƚĞƐϲϱ;ϰͿ͗ϭϬϲϭͲϭϬϳϭ͘
&ĂĚŽŬ͕ s͘ ͕͘ ͘ >͘ ƌĂƚƚŽŶ͕ ͘ <ŽŶŽǁĂů͕ W͘ t͘ &ƌĞĞĚ͕ :͘ z͘ tĞƐƚĐŽƚƚ ĂŶĚ W͘ D͘ ,ĞŶƐŽŶ ;ϭϵϵϴͿ͘
ΗDĂĐƌŽƉŚĂŐĞƐ ƚŚĂƚ ŚĂǀĞ ŝŶŐĞƐƚĞĚ ĂƉŽƉƚŽƚŝĐ ĐĞůůƐ ŝŶ ǀŝƚƌŽ ŝŶŚŝďŝƚ ƉƌŽŝŶĨůĂŵŵĂƚŽƌǇ ĐǇƚŽŬŝŶĞ
ƉƌŽĚƵĐƚŝŽŶƚŚƌŽƵŐŚĂƵƚŽĐƌŝŶĞͬƉĂƌĂĐƌŝŶĞŵĞĐŚĂŶŝƐŵƐŝŶǀŽůǀŝŶŐd'&ͲďĞƚĂ͕W'Ϯ͕ĂŶĚW&͘Η:ůŝŶ
/ŶǀĞƐƚϭϬϭ;ϰͿ͗ϴϵϬͲϴϵϴ͘
ZĠĨĠƌĞŶĐĞƐďŝďůŝŽŐƌĂƉŚŝƋƵĞƐ 
ϭϲϯ
 
&ĂũƵǇŝŐďĞ͕͕͘^͘D͘>ǁŝŶ͕͘>͘ŝĨĨĞǇ͕Z͘ĂŬĞƌ͕͘:͘dŽďŝŶ͕Z͘W͘͘^ĂƌŬĂŶǇĂŶĚ͘Z͘zŽƵŶŐ;ϮϬϭϴͿ͘
ΗDĞůĂŶŝŶ ĚŝƐƚƌŝďƵƚŝŽŶ ŝŶ ŚƵŵĂŶ ĞƉŝĚĞƌŵŝƐ ĂĨĨŽƌĚƐ ůŽĐĂůŝǌĞĚ ƉƌŽƚĞĐƚŝŽŶ ĂŐĂŝŶƐƚ E
ƉŚŽƚŽĚĂŵĂŐĞĂŶĚĐŽŶĐƵƌƐǁŝƚŚƐŬŝŶĐĂŶĐĞƌŝŶĐŝĚĞŶĐĞĚŝĨĨĞƌĞŶĐĞŝŶĞǆƚƌĞŵĞƉŚŽƚŽƚǇƉĞƐ͘Η&ĂƐĞď
:ϯϮ;ϳͿ͗ϯϳϬϬͲϯϳϬϲ͘
&ĂŶŐ͕y͕͘>͘ũŽƵŚƌŝ͕^͘DĐDƵůůĂŶ͕͘ĞƌƌǇ͕<͘KŬƵƐĞ͕^͘'͘tĂǆŵĂŶĂŶĚ^͘E͘>ĂǁƐŽŶ;ϮϬϬϱͿ͘ΗƚƌŬŝƐ
ĞǆƉƌĞƐƐĞĚ ŝŶ ŶŽĐŝĐĞƉƚŝǀĞ ŶĞƵƌŽŶƐ ĂŶĚ ŝŶĨůƵĞŶĐĞƐ ĞůĞĐƚƌŽƉŚǇƐŝŽůŽŐŝĐĂů ƉƌŽƉĞƌƚŝĞƐ ǀŝĂ EĂǀϭ͘ϴ
ĞǆƉƌĞƐƐŝŽŶŝŶƌĂƉŝĚůǇĐŽŶĚƵĐƚŝŶŐŶŽĐŝĐĞƉƚŽƌƐ͘Η:EĞƵƌŽƐĐŝϮϱ;ϭϵͿ͗ϰϴϲϴͲϰϴϳϴ͘
&ĂƌĂĚũŝ͕s͘ĂŶĚ:͘^ŽƚĞůŽ;ϭϵϵϬͿ͘Η>ŽǁƐĞƌƵŵůĞǀĞůƐŽĨŶĞƌǀĞŐƌŽǁƚŚĨĂĐƚŽƌŝŶĚŝĂďĞƚŝĐŶĞƵƌŽƉĂƚŚǇ͘ΗĐƚĂ
EĞƵƌŽů^ĐĂŶĚϴϭ;ϱͿ͗ϰϬϮͲϰϬϲ͘
&ĞŝŶŐŽůĚ͕<͘Z͘ĂŶĚW͘D͘ůŝĂƐ;ϮϬϭϰͿ͘ΗZŽůĞŽĨůŝƉŝĚƐŝŶƚŚĞĨŽƌŵĂƚŝŽŶĂŶĚŵĂŝŶƚĞŶĂŶĐĞŽĨƚŚĞĐƵƚĂŶĞŽƵƐ
ƉĞƌŵĞĂďŝůŝƚǇďĂƌƌŝĞƌ͘ΗŝŽĐŚŝŵŝŽƉŚǇƐĐƚĂϭϴϰϭ;ϯͿ͗ϮϴϬͲϮϵϰ͘
&ůĂŚĂƵƚ͕D͕͘͘͘ZŽƐƐŝĞƌĂŶĚ͘&ŝƌƐŽǀ;ϮϬϬϮͿ͘ΗZĞƐƉĞĐƚŝǀĞƌŽůĞƐŽĨĐĂůĐŝƚŽŶŝŶƌĞĐĞƉƚŽƌͲůŝŬĞƌĞĐĞƉƚŽƌ
;Z>ZͿĂŶĚƌĞĐĞƉƚŽƌĂĐƚŝǀŝƚǇͲŵŽĚŝĨǇŝŶŐƉƌŽƚĞŝŶƐ;ZDWͿŝŶĐĞůůƐƵƌĨĂĐĞĞǆƉƌĞƐƐŝŽŶŽĨZ>ZͬZDW
ŚĞƚĞƌŽĚŝŵĞƌŝĐƌĞĐĞƉƚŽƌƐ͘Η:ŝŽůŚĞŵϮϳϳ;ϭϳͿ͗ϭϰϳϯϭͲϭϰϳϯϳ͘
&ůŝĞƌ͕:͘^͘;ϭϵϵϱͿ͘ΗdŚĞĂĚŝƉŽĐǇƚĞ͗ƐƚŽƌĂŐĞĚĞƉŽƚŽƌŶŽĚĞŽŶƚŚĞĞŶĞƌŐǇŝŶĨŽƌŵĂƚŝŽŶƐƵƉĞƌŚŝŐŚǁĂǇ͍Η
ĞůůϴϬ;ϭͿ͗ϭϱͲϭϴ͘
&ŽƐƐĞͲĚŽƌŚ͕^͕͘>͘DĂŶĚĞƌĞĂƵͲƌƵŶŽĂŶĚ͘WŝĨĨĂƌĞƚƚŝ;ϮϬϭϴͿ͘>ĞƉŽŝĚƐĚƵĚŝĂďğƚĞĞŶ&ƌĂŶĐĞĞŶϮϬϭϲ͘
^ǇŶƚŚğƐĞĠƉŝĚĠŵŝŽůŽŐŝƋƵĞ͕͘^ĂŶƚĠƉƵďůŝƋƵĞ&ƌĂŶĐĞ͘
&ŽƵĐŚĂƌĚ͕D͕͘>͘DŝƐĞƌǇ͕Z͘>Ğ'ĂƌƌĞĐ͕͘^ŝŐĂƵĚŽͲZŽƵƐƐĞůĂŶĚ͘&ƌŽŵǇ;ϮϬϭϵͿ͘ΗůƚĞƌĂƚŝŽŶŽĨWƌĞƐƐƵƌĞͲ
/ŶĚƵĐĞĚsĂƐŽĚŝůĂƚŝŽŶŝŶŐŝŶŐĂŶĚŝĂďĞƚĞƐ͕ĂEĞƵƌŽͲsĂƐĐƵůĂƌĂŵĂŐĞ͘Η&ƌŽŶƚWŚǇƐŝŽůϭϬ͗ϴϲϮ͘
&ƌĂƐĞƌ͕E͘:͕͘͘tŝƐĞ͕:͘ƌŽǁŶ͕>͘D͘DĐ>ĂƚĐŚŝĞ͕D͘:͘DĂŝŶĂŶĚ^ ͘D͘&ŽŽƌĚ;ϭϵϵϵͿ͘ΗdŚĞĂŵŝŶŽƚĞƌŵŝŶƵƐ
ŽĨƌĞĐĞƉƚŽƌĂĐƚŝǀŝƚǇŵŽĚŝĨǇŝŶŐƉƌŽƚĞŝŶƐŝƐĂĐƌŝƚŝĐĂůĚĞƚĞƌŵŝŶĂŶƚŽĨŐůǇĐŽƐǇůĂƚŝŽŶƐƚĂƚĞĂŶĚůŝŐĂŶĚ
ďŝŶĚŝŶŐŽĨĐĂůĐŝƚŽŶŝŶƌĞĐĞƉƚŽƌͲůŝŬĞƌĞĐĞƉƚŽƌ͘ΗDŽůWŚĂƌŵĂĐŽůϱϱ;ϲͿ͗ϭϬϱϰͲϭϬϱϵ͘
&ƵĐŚƐ͕͘ĂŶĚ,͘'ƌĞĞŶ;ϭϵϴϬͿ͘ΗŚĂŶŐĞƐŝŶŬĞƌĂƚŝŶŐĞŶĞĞǆƉƌĞƐƐŝŽŶĚƵƌŝŶŐƚĞƌŵŝŶĂůĚŝĨĨĞƌĞŶƚŝĂƚŝŽŶŽĨ
ƚŚĞŬĞƌĂƚŝŶŽĐǇƚĞ͘ΗĞůůϭϵ;ϰͿ͗ϭϬϯϯͲϭϬϰϮ͘
&ƵĐŚƐ͕͘ĂŶĚ^ ͘ZĂŐŚĂǀĂŶ;ϮϬϬϮͿ͘Η'ĞƚƚŝŶŐƵŶĚĞƌƚŚĞƐŬŝŶŽĨĞƉŝĚĞƌŵĂůŵŽƌƉŚŽŐĞŶĞƐŝƐ͘ΗEĂƚZĞǀ'ĞŶĞƚ
ϯ;ϯͿ͗ϭϵϵͲϮϬϵ͘
&ƵũŝǁĂƌĂ͕d͕͘d͘<ƵďŽ͕^͘<ĂŶĂǌĂǁĂ͕<͘^ŚŝŶŐĂŬŝ͕D͘dĂŶŝŐƵĐŚŝ͕^͘DĂƚƐƵǌĂŬŝ͕'͘͘'ƵƌƚŶĞƌ͕D͘dŽŚǇĂŵĂ
ĂŶĚ <͘ ,ŽƐŽŬĂǁĂ ;ϮϬϭϯͿ͘ ΗŝƌĞĐƚ ĐŽŶƚĂĐƚ ŽĨ ĨŝďƌŽďůĂƐƚƐ ǁŝƚŚ ŶĞƵƌŽŶĂů ƉƌŽĐĞƐƐĞƐ ƉƌŽŵŽƚĞƐ
ĚŝĨĨĞƌĞŶƚŝĂƚŝŽŶƚŽŵǇŽĨŝďƌŽďůĂƐƚƐĂŶĚŝŶĚƵĐĞƐĐŽŶƚƌĂĐƚŝŽŶŽĨĐŽůůĂŐĞŶŵĂƚƌŝǆŝŶǀŝƚƌŽ͘ΗtŽƵŶĚ
ZĞƉĂŝƌZĞŐĞŶϮϭ;ϰͿ͗ϱϴϴͲϱϵϰ͘
'ĂŐŶŽŶ͕͘ĂŶĚ͘'͘ƌĂŶĚĂůů;ϮϬϭϴͿ͘Η^ǁĞĂƚŝŶŐĂƐĂŚĞĂƚůŽƐƐƚŚĞƌŵŽĞĨĨĞĐƚŽƌ͘Η,ĂŶĚďůŝŶEĞƵƌŽůϭϱϲ͗
ϮϭϭͲϮϯϮ͘
'ĂůŝĂŶŽ͕ Z͘ ͕͘ K͘D͘ dĞƉƉĞƌ͕ ͘ Z͘ WĞůŽ͕ <͘ ͘ ŚĂƚƚ͕D͘ ĂůůĂŐŚĂŶ͕ E͘ ĂƐƚŝĚĂƐ͕ ^͘ ƵŶƚŝŶŐ͕ ,͘ '͘
^ƚĞŝŶŵĞƚǌ ĂŶĚ '͘ ͘ 'ƵƌƚŶĞƌ ;ϮϬϬϰͿ͘ ΗdŽƉŝĐĂů ǀĂƐĐƵůĂƌ ĞŶĚŽƚŚĞůŝĂů ŐƌŽǁƚŚ ĨĂĐƚŽƌ ĂĐĐĞůĞƌĂƚĞƐ
ĚŝĂďĞƚŝĐǁŽƵŶĚŚĞĂůŝŶŐƚŚƌŽƵŐŚŝŶĐƌĞĂƐĞĚĂŶŐŝŽŐĞŶĞƐŝƐĂŶĚďǇŵŽďŝůŝǌŝŶŐĂŶĚƌĞĐƌƵŝƚŝŶŐďŽŶĞ
ŵĂƌƌŽǁͲĚĞƌŝǀĞĚĐĞůůƐ͘Ηŵ:WĂƚŚŽůϭϲϰ;ϲͿ͗ϭϵϯϱͲϭϵϰϳ͘
'ĂůŬŽǁƐŬĂ͕,͕͘t͘>͘KůƐǌĞǁƐŬ͕h͘tŽũĞǁŽĚǌŬĂ͕:͘DŝũĂůĂŶĚ͘&ŝůŝƉŝƵŬ;ϮϬϬϯͿ͘ΗǆƉƌĞƐƐŝŽŶŽĨĂƉŽƉƚŽƐŝƐͲ
ĂŶĚ ĐĞůů ĐǇĐůĞͲƌĞůĂƚĞĚ ƉƌŽƚĞŝŶƐ ŝŶ ĞƉŝĚĞƌŵŝƐ ŽĨ ǀĞŶŽƵƐ ůĞŐ ĂŶĚ ĚŝĂďĞƚŝĐ ĨŽŽƚ ƵůĐĞƌƐ͘Η ^ƵƌŐĞƌǇ
ϭϯϰ;ϮͿ͗ϮϭϯͲϮϮϬ͘
'ĂůŬŽǁƐŬĂ͕ ,͕͘ h͘ tŽũĞǁŽĚǌŬĂ ĂŶĚt͘ >͘ KůƐǌĞǁƐŬŝ ;ϮϬϬϲͿ͘ ΗŚĞŵŽŬŝŶĞƐ͕ ĐǇƚŽŬŝŶĞƐ͕ ĂŶĚ ŐƌŽǁƚŚ
ĨĂĐƚŽƌƐ ŝŶ ŬĞƌĂƚŝŶŽĐǇƚĞƐ ĂŶĚ ĚĞƌŵĂů ĞŶĚŽƚŚĞůŝĂů ĐĞůůƐ ŝŶ ƚŚĞŵĂƌŐŝŶ ŽĨ ĐŚƌŽŶŝĐ ĚŝĂďĞƚŝĐ ĨŽŽƚ
ƵůĐĞƌƐ͘ΗtŽƵŶĚZĞƉĂŝƌZĞŐĞŶϭϰ;ϱͿ͗ϱϱϴͲϱϲϱ͘
'ĂůůŝŬ͕ ^͘ ;ϮϬϭϯ͕ ϮϬϭϯͿ͘ Η,ŝƐƚŽůŽŐǇK>D͕ dŚĞ ŽŶͲůŝŶĞ ůĂďŽƌĂƚŽƌǇ ŵĂŶƵĂů ĨŽƌ ŵĂŵŵĂůŝĂŶ ŚŝƐƚŽůŽŐǇ͘Η
ZĞƚƌŝĞǀĞĚ ϭϵͬϬϳͬϮϬϭϵ͕ ĨƌŽŵ
ŚƚƚƉ͗ͬͬƐƚĞǀĞŐĂůůŝŬ͘ŽƌŐͬƐŝƚĞƐͬŚŝƐƚŽůŽŐǇŽůŵ͘ƐƚĞǀĞŐĂůůŝŬ͘ŽƌŐͬŚƚŵůƉĂŐĞƐͬ,K>DͺŚĂƉƚĞƌϭϮͺWĂŐĞϬϴ
͘Śƚŵů͘
'ĂƵĚŝůůĞƌĞ͕͕͘>͘DŝƐĞƌǇ͕͘^ŽƵĐŚŝĞƌ͕͘ůĂƵĚǇĂŶĚ͘^ĐŚŵŝƚƚ;ϭϵϵϲͿ͘Η/ŶƚŝŵĂƚĞĂƐƐŽĐŝĂƚŝŽŶƐďĞƚǁĞĞŶ
W'Wϵ͘ϱͲƉŽƐŝƚŝǀĞŶĞƌǀĞĨŝďƌĞƐĂŶĚ>ĂŶŐĞƌŚĂŶƐĐĞůůƐ͘Ηƌ:ĞƌŵĂƚŽůϭϯϱ;ϮͿ͗ϯϰϯͲϯϰϰ͘
'ĞĞƌůŝŐƐ͕D͕͘͘KŽŵĞŶƐ͕W͘ĐŬĞƌŵĂŶƐ͕&͘ĂĂŝũĞŶƐĂŶĚ'͘WĞƚĞƌƐ;ϮϬϭϭͿ͘Η>ŝŶĞĂƌƐŚĞĂƌƌĞƐƉŽŶƐĞŽĨƚŚĞ
ƵƉƉĞƌƐŬŝŶůĂǇĞƌƐ͘ΗŝŽƌŚĞŽůŽŐǇϰϴ;ϯͲϰͿ͗ϮϮϵͲϮϰϱ͘
'ŚĞƌĂƌĚŝŶŝ͕'͕͘͘'ƵƌůĞŬ͕^͘D͘DŝůŶĞƌ͕͘DĂƚĂƌĂƐƐŽ͕'͘Z͘ǀĂŶƐ͕:͘:ĞƌŶďĞĐŬĂŶĚd͘>ƵŶĚĞďĞƌŐ;ϭϵϵϴͿ͘
ΗĂůĐŝƚŽŶŝŶ ŐĞŶĞͲƌĞůĂƚĞĚ ƉĞƉƚŝĚĞ ŝŵƉƌŽǀĞƐ ƐŬŝŶ ĨůĂƉ ƐƵƌǀŝǀĂů ĂŶĚ ƚŝƐƐƵĞ ŝŶĨůĂŵŵĂƚŝŽŶ͘Η
EĞƵƌŽƉĞƉƚŝĚĞƐϯϮ;ϯͿ͗ϮϲϵͲϮϳϯ͘
ZĠĨĠƌĞŶĐĞƐďŝďůŝŽŐƌĂƉŚŝƋƵĞƐ 
ϭϲϰ
 
'ŝďďŝŶƐ͕ /͘ >͕͘ ͘ tĂƚƚĐŚŽǁ ĂŶĚ ͘ ŽǀĞŶƚƌǇ ;ϭϵϴϳͿ͘ ΗdǁŽ ŝŵŵƵŶŽŚŝƐƚŽĐŚĞŵŝĐĂůůǇ ŝĚĞŶƚŝĨŝĞĚ
ƉŽƉƵůĂƚŝŽŶƐŽĨĐĂůĐŝƚŽŶŝŶŐĞŶĞͲƌĞůĂƚĞĚƉĞƉƚŝĚĞ;'ZWͿͲŝŵŵƵŶŽƌĞĂĐƚŝǀĞĂǆŽŶƐŝŶŚƵŵĂŶƐŬŝŶ͘Η
ƌĂŝŶZĞƐϰϭϰ;ϭͿ͗ϭϰϯͲϭϰϴ͘
'ŝďƌĂŶ͕E͘^͕͘z͘͘:ĂŶŐ͕&͘&͘/ƐŝŬ͕͘'͘'ƌĞĞŶŚĂůŐŚ͕>͘͘DƵĨĨůĞǇ͕Z͘͘hŶĚĞƌǁŽŽĚ͕D͘>͘hƐƵŝ͕:͘>ĂƌƐĞŶ͕
͘'͘^ŵŝƚŚ͕E͘ƵŶŶĞƚƚ͕ :͘͘ŶƐĞůĂŶĚ :͘͘KůĞƌƵĚ ;ϮϬϬϮͿ͘ ΗŝŵŝŶŝƐŚĞĚŶĞƵƌŽƉĞƉƚŝĚĞ ůĞǀĞůƐ
ĐŽŶƚƌŝďƵƚĞƚŽƚŚĞŝŵƉĂŝƌĞĚĐƵƚĂŶĞŽƵƐŚĞĂůŝŶŐƌĞƐƉŽŶƐĞĂƐƐŽĐŝĂƚĞĚǁŝƚŚĚŝĂďĞƚĞƐŵĞůůŝƚƵƐ͘Η:^ ƵƌŐ
ZĞƐϭϬϴ;ϭͿ͗ϭϮϮͲϭϮϴ͘
'ŝďƌĂŶ͕E͘^͕͘Z͘dĂŵƵƌĂ͕Z͘dƐŽƵĂŶĚ&͘&͘/ƐŝŬ;ϮϬϬϯͿ͘Η,ƵŵĂŶĚĞƌŵĂůŵŝĐƌŽǀĂƐĐƵůĂƌĞŶĚŽƚŚĞůŝĂůĐĞůůƐ
ƉƌŽĚƵĐĞŶĞƌǀĞŐƌŽǁƚŚĨĂĐƚŽƌ͗ŝŵƉůŝĐĂƚŝŽŶƐĨŽƌǁŽƵŶĚƌĞƉĂŝƌ͘Η^ŚŽĐŬϭϵ;ϮͿ͗ϭϮϳͲϭϯϬ͘
'ŽŚ͕͘͕͘D͘ǀƌĂƌĚ͕^͘͘ŚŽŶŐ͕z͘dĂŶ͕>͘>͘dĂŶ͕<͘t͘t͘dĞŶŐ͕t͘tĞŶŝŶŐĞƌ͕͘>͘ĞĐŬĞƌ͕,͘>͘dĞǇ͕
͘t͘EĞǁĞůů͕͘>ŝƵĂŶĚ>͘'͘EŐ;ϮϬϭϴͿ͘ΗdŚĞŝŵƉĂĐƚŽĨ ŝƐĐŚĞŵŝĂͲƌĞƉĞƌĨƵƐŝŽŶŝŶũƵƌŝĞƐŽŶƐŬŝŶ
ƌĞƐŝĚĞŶƚŵƵƌŝŶĞĚĞŶĚƌŝƚŝĐĐĞůůƐ͘ΗƵƌ:/ŵŵƵŶŽů͘ϰϴ;ϲͿ͗ϭϬϭϰͲϭϬϭϵ͘
'ŽůĚŵĂŶ͕͕͘^͘,ĂƌƉĞƌĂŶĚ͘t͘^ƉĞŝĐŚĞƌ;ϮϬϭϲͿ͘ΗĞƚĞĐƚŝŽŶŽĨWƌŽƚĞŝŶƐŽŶůŽƚDĞŵďƌĂŶĞƐ͘ΗƵƌƌ
WƌŽƚŽĐWƌŽƚĞŝŶ^Đŝϴϲ;ϭϬͿ͗ϭͲϭϬ͘
'ŽůĚƐŵŝƚŚ͕>͘͕͘^͘ /͘<Ăƚǌ͕͘͘'ŝůĐŚƌĞƐƚ͕͘^͘WĂůůĞƌ͕͘ :͘>ĞĨĨĞůůĂŶĚ<͘tŽůĨĨ ;ϮϬϭϮͿ͘&ŝƚǌƉĂƚƌŝĐŬΖƐ
ĞƌŵĂƚŽůŽŐǇŝŶ'ĞŶĞƌĂůDĞĚŝĐŝŶĞ͕ϴĞĠĚŝƚŝŽŶ͘
'ŽůĞďŝĞǁƐŬĂ͕ ͘ ĂŶĚ͘ WŽŽůĞ ;ϮϬϭϱͿ͘ ΗWůĂƚĞůĞƚ ƐĞĐƌĞƚŝŽŶ͗ &ƌŽŵŚĂĞŵŽƐƚĂƐŝƐ ƚŽǁŽƵŶĚŚĞĂůŝŶŐ ĂŶĚ
ďĞǇŽŶĚ͘ΗůŽŽĚZĞǀϮϵ;ϯͿ͗ϭϱϯͲϭϲϮ͘
'ŽƌĞŶ͕/͕͘͘DƵůůĞƌ͕:͘WĨĞŝůƐĐŚŝĨƚĞƌĂŶĚ^͘&ƌĂŶŬ;ϮϬϬϲͿ͘Η^ĞǀĞƌĞůǇŝŵƉĂŝƌĞĚŝŶƐƵůŝŶƐŝŐŶĂůŝŶŐŝŶĐŚƌŽŶŝĐ
ǁŽƵŶĚƐŽĨĚŝĂďĞƚŝĐŽďͬŽďŵŝĐĞ͗ĂƉŽƚĞŶƚŝĂůƌŽůĞŽĨƚƵŵŽƌŶĞĐƌŽƐŝƐĨĂĐƚŽƌͲĂůƉŚĂ͘Ηŵ:WĂƚŚŽů
ϭϲϴ;ϯͿ͗ϳϲϱͲϳϳϳ͘
'ŽƵŝŶ͕K͕͘<͘>Ζ,ĞƌŽŶĚĞůůĞ͕E͘>ĞďŽŶǀĂůůĞƚ͕͘>Ğ'ĂůůͲ/ĂŶŽƚƚŽ͕D͘^ĂŬŬĂ͕s͘ƵŚĞ͕͘WůĞĞͲ'ĂƵƚŝĞƌ͕:͘>͘
ĂƌƌĞ͕>͘>ĞĨĞƵǀƌĞ͕>͘DŝƐĞƌǇĂŶĚZ͘>Ğ'ĂƌƌĞĐ;ϮϬϭϳͿ͘ΗdZWsϭĂŶĚdZWϭŝŶĐƵƚĂŶĞŽƵƐŶĞƵƌŽŐĞŶŝĐ
ĂŶĚ ĐŚƌŽŶŝĐ ŝŶĨůĂŵŵĂƚŝŽŶ͗ ƉƌŽͲŝŶĨůĂŵŵĂƚŽƌǇ ƌĞƐƉŽŶƐĞ ŝŶĚƵĐĞĚ ďǇ ƚŚĞŝƌ ĂĐƚŝǀĂƚŝŽŶ ĂŶĚ ƚŚĞŝƌ
ƐĞŶƐŝƚŝǌĂƚŝŽŶ͘ΗWƌŽƚĞŝŶĞůůϴ;ϵͿ͗ϲϰϰͲϲϲϭ͘
'ŽƵůĚ͕:͘;ϮϬϭϴͿ͘Η^ƵƉĞƌƉŽǁĞƌĞĚƐŬŝŶ͘ΗEĂƚƵƌĞϱϲϯ;ϳϳϯϮͿ͗^ϴϰͲ^ϴϱ͘
'ƌĂĚĂ͕ ͕͘ :͘DĞƌǀŝƐ ĂŶĚs͘ &ĂůĂŶŐĂ ;ϮϬϭϴͿ͘ ΗZĞƐĞĂƌĐŚ dĞĐŚŶŝƋƵĞƐDĂĚĞ ^ŝŵƉůĞ͗ ŶŝŵĂůDŽĚĞůƐŽĨ
tŽƵŶĚ,ĞĂůŝŶŐ͘Η:/ŶǀĞƐƚĞƌŵĂƚŽůϭϯϴ;ϭϬͿ͗ϮϬϵϱͲϮϭϬϱ͘
'ƌĂũĂ͕ ͕͘ &͘ 'ĂƌĐŝĂͲĂƌƌŝǌŽ͕ ͘D͘ :ĂŶŬ͕ ^͘ 'ŽŚůŬĞ͕ d͘ ,͘ ŵďƌŽƐŝ͕t͘ :ŽŶĂƐ͕ ^͘ hƐƐĂƌ͕D͘ <ĞƌŶ͕ ͘
^ĐŚƵƌŵĂŶŶ͕<͘ůĞŬƐĂŶĚƌŽǀĂ͕D͘ůƵŚĞƌĂŶĚd͘:͘^ĐŚƵůǌ;ϮϬϭϴͿ͘Η>ŽƐƐŽĨƉĞƌŝŽƐƚŝŶŽĐĐƵƌƐŝŶĂŐŝŶŐ
ĂĚŝƉŽƐĞƚŝƐƐƵĞŽĨŵŝĐĞĂŶĚŝƚƐŐĞŶĞƚŝĐĂďůĂƚŝŽŶŝŵƉĂŝƌƐĂĚŝƉŽƐĞƚŝƐƐƵĞůŝƉŝĚŵĞƚĂďŽůŝƐŵ͘ΗŐŝŶŐ
Ğůůϭϳ;ϱͿ͗ĞϭϮϴϭϬ͘
'ƌĞĞŶŵĂŶ͕Z͘>͕͘^͘WĂŶĂƐǇƵŬ͕y͘tĂŶŐ͕d͘͘>ǇŽŶƐ͕d͘ŝŶŚ͕>͘>ŽŶŐŽƌŝĂ͕:͘D͘'ŝƵƌŝŶŝ͕:͘&ƌĞĞŵĂŶ͕>͘
<ŚĂŽĚŚŝĂƌ ĂŶĚ ͘ sĞǀĞƐ ;ϮϬϬϱͿ͘ ΗĂƌůǇ ĐŚĂŶŐĞƐ ŝŶ ƚŚĞ ƐŬŝŶ ŵŝĐƌŽĐŝƌĐƵůĂƚŝŽŶ ĂŶĚ ŵƵƐĐůĞ
ŵĞƚĂďŽůŝƐŵŽĨƚŚĞĚŝĂďĞƚŝĐĨŽŽƚ͘Η>ĂŶĐĞƚϯϲϲ;ϵϰϵϴͿ͗ϭϳϭϭͲϭϳϭϳ͘
'ƌŽŽƉ͕>͘;ϮϬϬϬͿ͘ΗWĂƚŚŽŐĞŶĞƐŝƐŽĨƚǇƉĞϮĚŝĂďĞƚĞƐ͗ƚŚĞƌĞůĂƚŝǀĞĐŽŶƚƌŝďƵƚŝŽŶŽĨŝŶƐƵůŝŶƌĞƐŝƐƚĂŶĐĞĂŶĚ
ŝŵƉĂŝƌĞĚŝŶƐƵůŝŶƐĞĐƌĞƚŝŽŶ͘Η/Ŷƚ:ůŝŶWƌĂĐƚ^ƵƉƉů;ϭϭϯͿ͗ϯͲϭϯ͘
,ĂĞŐĞƌƐƚƌĂŶĚ͕͕͘͘:͘ĂůƐŐĂĂƌĚ͕͘:ŽŶǌŽŶ͕K͘>ĂƌƐƐŽŶĂŶĚ:͘EŝůƐƐŽŶ;ϭϵϵϬͿ͘ΗĂůĐŝƚŽŶŝŶŐĞŶĞͲƌĞůĂƚĞĚ
ƉĞƉƚŝĚĞ ƐƚŝŵƵůĂƚĞƐƉƌŽůŝĨĞƌĂƚŝŽŶŽĨŚƵŵĂŶĞŶĚŽƚŚĞůŝĂů ĐĞůůƐ͘ΗWƌŽĐEĂƚůĐĂĚ^Đŝh ^ϴϳ;ϵͿ͗
ϯϮϵϵͲϯϯϬϯ͘
,ĂŵďĞƌŐĞƌ͕͘ĂŶĚ<͘͘EŽƌďĞƌŐ;ϭϵϲϰͿ͘Η,ŝƐƚŽĐŚĞŵŝĐĂůĞŵŽŶƐƚƌĂƚŝŽŶŽĨĂƚĞĐŚŽůĂŵŝŶĞƐŝŶ&ƌĞƐŚ
&ƌŽǌĞŶ^ĞĐƚŝŽŶƐ͘Η:,ŝƐƚŽĐŚĞŵǇƚŽĐŚĞŵϭϮ͗ϰϴͲϰϵ͘
,ĂƌĂ͕ D͕͘ D͘ dŽǇŽĚĂ͕ D͘ zĂĂƌ͕ :͘ ŚĂǁĂŶ͕ ͘ D͘ ǀŝůĂ͕ /͘ Z͘ WĞŶŶĞƌ ĂŶĚ ͘ ͘ 'ŝůĐŚƌĞƐƚ ;ϭϵϵϲͿ͘
Η/ŶŶĞƌǀĂƚŝŽŶŽĨŵĞůĂŶŽĐǇƚĞƐŝŶŚƵŵĂŶƐŬŝŶ͘Η:ǆƉDĞĚϭϴϰ;ϰͿ͗ϭϯϴϱͲϭϯϵϱ͘
,ĂƌĚŝŶŐ͕<͘'͕͘,͘>͘DŽƌƌŝƐĂŶĚ'͘<͘WĂƚĞů;ϮϬϬϮͿ͘Η^ĐŝĞŶĐĞ͕ŵĞĚŝĐŝŶĞĂŶĚƚŚĞĨƵƚƵƌĞ͗ŚĞĂůŝŶŐĐŚƌŽŶŝĐ
ǁŽƵŶĚƐ͘ΗD:ϯϮϰ;ϳϯϯϬͿ͗ϭϲϬͲϭϲϯ͘
,ĂƌƌŝƐ͕D͘/͕͘Z͘<ůĞŝŶ͕d͘͘tĞůďŽƌŶĂŶĚD͘t͘<ŶƵŝŵĂŶ;ϭϵϵϮͿ͘ΗKŶƐĞƚŽĨE/DŽĐĐƵƌƐĂƚůĞĂƐƚϰͲϳ
ǇƌďĞĨŽƌĞĐůŝŶŝĐĂůĚŝĂŐŶŽƐŝƐ͘ΗŝĂďĞƚĞƐĂƌĞϭϱ;ϳͿ͗ϴϭϱͲϴϭϵ͘
,Ăƌƚ͕ <͘ ;ϮϬϭϵ͕ ϮϬϭϵͿ͘ Η,ŝƐƚŽůŽŐǇ WŚŽƚŽŵŝĐƌŽŐƌĂƉŚƐ ĨŽƌ ,ƵŵĂŶŶĂƚŽŵǇ ĂŶĚ WŚǇƐŝŽůŽŐǇ ĐŽƵƌƐĞ Ăƚ
WĞŶŝŶƐƵůĂ ŽůůĞŐĞ͕ ^ĞĐƚŝŽŶ ĚŝƉŽƐĞ ƚŝƐƐƵĞ͘Η   ZĞƚƌŝĞǀĞĚ ϭϵͬϬϳͬϮϬϭϵ͕ ĨƌŽŵ
ŚƚƚƉƐ͗ͬͬĞƵŐƌĂƉŚ͘ĐŽŵͬŚŝƐƚŽůŽŐǇͬĐƚƉƌŽƉͬĂĚŝƉ͘Śƚŵů͘
,ĂƌƚŽƉŽ͕͘͕͘E͘ŵŽƚŽ͕E͘sŝŐŶŽŶͲĞůůǁĞŐĞƌ͕z͘^ƵǌƵŬŝ͕<͘zĂŐŝ͕<͘EĂŬĂǇĂŵĂĂŶĚ<͘,ŝƌĂƚĂ;ϮϬϭϯͿ͘
ΗŶĚŽƚŚĞůŝŶͲĐŽŶǀĞƌƚŝŶŐ ĞŶǌǇŵĞͲϭ ŐĞŶĞ ĂďůĂƚŝŽŶ ĂƚƚĞŶƵĂƚĞƐ ƉƵůŵŽŶĂƌǇ ĨŝďƌŽƐŝƐ ǀŝĂ 'ZWͲ
ĐDWͬWϭƉĂƚŚǁĂǇ͘Ηŵ:ZĞƐƉŝƌĞůůDŽůŝŽůϰϴ;ϰͿ͗ϰϲϱͲϰϳϲ͘
ZĠĨĠƌĞŶĐĞƐďŝďůŝŽŐƌĂƉŚŝƋƵĞƐ 
ϭϲϱ
 
,ĂƚũĞ͕>͘<͕͘͘ZŝĐŚƚĞƌ͕h͘ůƵŵĞͲWĞǇƚĂǀŝĂŶĚ:͘<ŽƚƚŶĞƌ;ϮϬϭϱͿ͘ΗůŝƐƚĞƌŝŶŐƚŝŵĞĂƐĂƉĂƌĂŵĞƚĞƌĨŽƌƚŚĞ
ƐƚƌĞŶŐƚŚŽĨĚĞƌŵŽĞƉŝĚĞƌŵĂůĂĚŚĞƐŝŽŶ͗ĂƐǇƐƚĞŵĂƚŝĐƌĞǀŝĞǁĂŶĚŵĞƚĂͲĂŶĂůǇƐŝƐ͘Ηƌ:ĞƌŵĂƚŽů
ϭϳϮ;ϮͿ͗ϯϮϯͲϯϯϬ͘
,ĂǇ͕ ͘ >͕͘D͘ >͘ 'ĂƌĞůũĂ͕ ͘ Z͘ WŽǇŶĞƌ ĂŶĚ ͘ ^͘tĂůŬĞƌ ;ϮϬϭϴͿ͘ ΗhƉĚĂƚĞ ŽŶ ƚŚĞ ƉŚĂƌŵĂĐŽůŽŐǇ ŽĨ
ĐĂůĐŝƚŽŶŝŶͬ'ZWĨĂŵŝůǇŽĨƉĞƉƚŝĚĞƐ͗/hW,ZZĞǀŝĞǁϮϱ͘Ηƌ:WŚĂƌŵĂĐŽůϭϳϱ;ϭͿ͗ϯͲϭϳ͘
,ĂǇǁĂƌĚ͕W͘'͘ĂŶĚD͘͘ZŽďƐŽŶ;ϭϵϵϭͿ͘ΗŶŝŵĂůŵŽĚĞůƐŽĨǁŽƵŶĚĐŽŶƚƌĂĐƚŝŽŶ͘ΗWƌŽŐůŝŶŝŽůZĞƐ
ϯϲϱ͗ϯϬϭͲϯϭϮ͘
,ĞŝĚĂƌŝ͕ &͕͘ ͘ zĂƌŝ͕ ,͘ ZĂƐŽŽůŝũĂǌŝ͕D͘ ^ŽůĞŝŵĂŶŝ͕ ͘ ĞŚƉŽŽƌ͕ E͘ ^ĂũĞĚŝ͕ ^͘ :ŽƵůĂŝ sĞŝũŽƵǇĞ ĂŶĚD͘
EŽďĂŬŚƚ;ϮϬϭϲͿ͘ΗƵůŐĞ,Ăŝƌ&ŽůůŝĐůĞ^ƚĞŵĞůůƐĐĐĞůĞƌĂƚĞƵƚĂŶĞŽƵƐtŽƵŶĚ,ĞĂůŝŶŐŝŶZĂƚƐ͘Η
tŽƵŶĚƐϮϴ;ϰͿ͗ϭϯϮͲϭϰϭ͘
,ĞŝĚĞŶƌĞŝĐŚ͕ D͕͘ ^͘ '͘ >ĞĐŚŶĞƌ͕ s͘ sĂƌĚĂŶǇĂŶ͕ ͘ tĞƚǌĞů͕ ͘ t͘ ƌĞŵĞƌƐ͕ ͘ D͘ Ğ >ĞĞŶŚĞĞƌ͕ '͘
ƌĂŶŐƵĞǌ͕D͘͘DŽƌĞŶŽͲWĞůĂǇŽ͕d͘:͘:ĞŶƚƐĐŚĂŶĚ'͘Z͘>ĞǁŝŶ;ϮϬϭϭͿ͘Η<EYϰ<;нͿĐŚĂŶŶĞůƐƚƵŶĞ
ŵĞĐŚĂŶŽƌĞĐĞƉƚŽƌƐĨŽƌŶŽƌŵĂůƚŽƵĐŚƐĞŶƐĂƚŝŽŶŝŶŵŽƵƐĞĂŶĚŵĂŶ͘ΗEĂƚEĞƵƌŽƐĐŝϭϱ;ϭͿ͗ϭϯϴͲϭϰϱ͘
,ĞŶĚĞƌƐŽŶ͕:͕͘'͘dĞƌĞŶŐŚŝ͕͘͘DĐ'ƌŽƵƚŚĞƌĂŶĚD͘t͘&ĞƌŐƵƐŽŶ;ϮϬϬϲͿ͘ΗdŚĞƌĞŝŶŶĞƌǀĂƚŝŽŶƉĂƚƚĞƌŶ
ŽĨǁŽƵŶĚƐĂŶĚƐĐĂƌƐŵĂǇĞǆƉůĂŝŶƚŚĞŝƌƐĞŶƐŽƌǇƐǇŵƉƚŽŵƐ͘Η:WůĂƐƚZĞĐŽŶƐƚƌĞƐƚŚĞƚ^ƵƌŐϱϵ;ϵͿ͗
ϵϰϮͲϵϱϬ͘
,ĞŶĚƌŝŬƐ͕ &͘ D͕͘ ͘ ƌŽŬŬĞŶ͕ ͘ t͘ KŽŵĞŶƐ͕ ͘ >͘ ĂĚĞƌ ĂŶĚ &͘ W͘ ĂĂŝũĞŶƐ ;ϮϬϬϲͿ͘ ΗdŚĞ ƌĞůĂƚŝǀĞ
ĐŽŶƚƌŝďƵƚŝŽŶƐŽĨĚŝĨĨĞƌĞŶƚƐŬŝŶ ůĂǇĞƌƐ ƚŽ ƚŚĞŵĞĐŚĂŶŝĐĂůďĞŚĂǀŝŽƌŽĨŚƵŵĂŶƐŬŝŶ ŝŶǀŝǀŽƵƐŝŶŐ
ƐƵĐƚŝŽŶĞǆƉĞƌŝŵĞŶƚƐ͘ΗDĞĚŶŐWŚǇƐϮϴ;ϯͿ͗ϮϱϵͲϮϲϲ͘
,ĞƌƌŵĂŶ͕͘͕͘͘&͘<ŶĂƉƉ͕:͘͘ŽŶŽĨƌŝŽĂŶĚZ͘^ĂůĐŝĚŽ;ϭϵϵϵͿ͘Η^ŬŝŶƉĞƌĨƵƐŝŽŶƌĞƐƉŽŶƐĞƐƚŽƐƵƌĨĂĐĞ
ƉƌĞƐƐƵƌĞͲŝŶĚƵĐĞĚ ŝƐĐŚĞŵŝĂ͗ ŝŵƉůŝĐĂƚŝŽŶ ĨŽƌ ƚŚĞĚĞǀĞůŽƉŝŶŐƉƌĞƐƐƵƌĞƵůĐĞƌ͘Η :ZĞŚĂďŝůZĞƐĞǀ
ϯϲ;ϮͿ͗ϭϬϵͲϭϮϬ͘
,ĞƌƌŵĂŶŶ͕͘E͕͘D͘ >͘ &ĞƌŐƵƐŽŶ͕ s͘ WĂŶŶŽŶŝ͕ Z͘ >͘ ĂƌďĂŶŽ͕D͘ ^ƚĂŶƚŽŶ ĂŶĚ͘ >͘ >ŽŐŝŐŝĂŶ ;ϮϬϬϰͿ͘
ΗWůĂŶƚĂƌ ŶĞƌǀĞ W ĂŶĚ ƐŬŝŶ ďŝŽƉƐǇ ŝŶ ƐĞŶƐŽƌǇ ŶĞƵƌŽƉĂƚŚŝĞƐǁŝƚŚ ŶŽƌŵĂů ƌŽƵƚŝŶĞ ĐŽŶĚƵĐƚŝŽŶ
ƐƚƵĚŝĞƐ͘ΗEĞƵƌŽůŽŐǇϲϯ;ϱͿ͗ϴϳϵͲϴϴϱ͘
,ŝůĂŝƌĞƚ͕ ^͕͘ ͘ ĞůĂŶŐĞƌ͕ :͘ ĞƌƚƌĂŶĚ͕ ͘ >ĂƉĞƌƌŝĞƌĞ͕ ^͘D͘ &ŽŽƌĚ ĂŶĚD͘ ŽƵǀŝĞƌ ;ϮϬϬϭĂͿ͘ ΗŐŽŶŝƐƚͲ
ƉƌŽŵŽƚĞĚ ŝŶƚĞƌŶĂůŝǌĂƚŝŽŶ ŽĨ Ă ƚĞƌŶĂƌǇ ĐŽŵƉůĞǆ ďĞƚǁĞĞŶ ĐĂůĐŝƚŽŶŝŶ ƌĞĐĞƉƚŽƌͲůŝŬĞ ƌĞĐĞƉƚŽƌ͕
ƌĞĐĞƉƚŽƌĂĐƚŝǀŝƚǇͲŵŽĚŝĨǇŝŶŐƉƌŽƚĞŝŶϭ;ZDWϭͿ͕ĂŶĚďĞƚĂͲĂƌƌĞƐƚŝŶ͘Η:ŝŽůŚĞŵϮϳϲ;ϰϱͿ͗ϰϮϭϴϮͲ
ϰϮϭϵϬ͘
,ŝůĂŝƌĞƚ͕^͕͘^͘D͘&ŽŽƌĚ͕&͘,͘DĂƌƐŚĂůůĂŶĚD͘ŽƵǀŝĞƌ;ϮϬϬϭďͿ͘ΗWƌŽƚĞŝŶͲƉƌŽƚĞŝŶŝŶƚĞƌĂĐƚŝŽŶĂŶĚŶŽƚ
ŐůǇĐŽƐǇůĂƚŝŽŶ ĚĞƚĞƌŵŝŶĞƐ ƚŚĞ ďŝŶĚŝŶŐ ƐĞůĞĐƚŝǀŝƚǇ ŽĨ ŚĞƚĞƌŽĚŝŵĞƌƐ ďĞƚǁĞĞŶ ƚŚĞ ĐĂůĐŝƚŽŶŝŶ
ƌĞĐĞƉƚŽƌͲůŝŬĞ ƌĞĐĞƉƚŽƌ ĂŶĚ ƚŚĞ ƌĞĐĞƉƚŽƌ ĂĐƚŝǀŝƚǇͲŵŽĚŝĨǇŝŶŐ ƉƌŽƚĞŝŶƐ͘Η : ŝŽů ŚĞŵ Ϯϳϲ;ϯϭͿ͗
ϮϵϱϳϱͲϮϵϱϴϭ͘
,ŝůůŝŐĞƐ͕D͕͘>͘tĂŶŐĂŶĚK͘:ŽŚĂŶƐƐŽŶ;ϭϵϵϱͿ͘ΗhůƚƌĂƐƚƌƵĐƚƵƌĂůĞǀŝĚĞŶĐĞĨŽƌŶĞƌǀĞĨŝďĞƌƐǁŝƚŚŝŶĂůůǀŝƚĂů
ůĂǇĞƌƐŽĨƚŚĞŚƵŵĂŶĞƉŝĚĞƌŵŝƐ͘Η:/ŶǀĞƐƚĞƌŵĂƚŽůϭϬϰ;ϭͿ͗ϭϯϰͲϭϯϳ͘
,ŝŶǌ͕͘;ϮϬϬϳͿ͘Η&ŽƌŵĂƚŝŽŶĂŶĚĨƵŶĐƚŝŽŶŽĨƚŚĞŵǇŽĨŝďƌŽďůĂƐƚĚƵƌŝŶŐƚŝƐƐƵĞƌĞƉĂŝƌ͘Η:/ŶǀĞƐƚĞƌŵĂƚŽů
ϭϮϳ;ϯͿ͗ϱϮϲͲϱϯϳ͘
,ŝƌƐĐŚ͕ /͘͘ ;ϮϬϭϱͿ͘ Η'ůǇĐĞŵŝĐsĂƌŝĂďŝůŝƚǇĂŶĚŝĂďĞƚĞƐŽŵƉůŝĐĂƚŝŽŶƐ͗ŽĞƐ /ƚDĂƚƚĞƌ͍KĨŽƵƌƐĞ /ƚ
ŽĞƐ͊ΗŝĂďĞƚĞƐĂƌĞϯϴ;ϴͿ͗ϭϲϭϬͲϭϲϭϰ͘
,ŝƌƚ͕͘ĂŶĚ'͘t͘ĞƌŶĂƌĚ;ϭϵϵϳͿ͘Η'ZWͲďĞƚĂƵŶůŝŬĞ'ZWͲĂůƉŚĂŚĂƐŶŽŽƐƚĞŽŐĞŶŝĐƐƚŝŵƵůĂƚŽƌǇĞĨĨĞĐƚ
ŝŶǀŝƚƌŽ͘ΗWĞƉƚŝĚĞƐϭϴ;ϵͿ͗ϭϰϲϭͲϭϰϲϯ͘
,ŽůǌĞƌ͕W͘;ϭϵϵϴͿ͘ΗEĞƵƌŽŐĞŶŝĐǀĂƐŽĚŝůĂƚĂƚŝŽŶĂŶĚƉůĂƐŵĂůĞĂŬĂŐĞŝŶƚŚĞƐŬŝŶ͘Η'ĞŶWŚĂƌŵĂĐŽůϯϬ;ϭͿ͗
ϱͲϭϭ͘
,ŽƌŝƵĐŚŝ͕<͕͘E͘ŵŝǌƵŬĂ͕^͘dĂŬĞƐŚŝƚĂ͕,͘dĂŬĂŵĂƚƐƵ͕D͘<ĂƚƐƵƵƌĂ͕,͘KǌĂǁĂ͕z͘dŽǇĂŵĂ͕>͘&͘ŽŶĞǁĂůĚ
ĂŶĚ ͘ <ƵĚŽ ;ϭϵϵϵͿ͘ Η/ĚĞŶƚŝĨŝĐĂƚŝŽŶ ĂŶĚ ĐŚĂƌĂĐƚĞƌŝǌĂƚŝŽŶ ŽĨ Ă ŶŽǀĞů ƉƌŽƚĞŝŶ͕ ƉĞƌŝŽƐƚŝŶ͕ ǁŝƚŚ
ƌĞƐƚƌŝĐƚĞĚ ĞǆƉƌĞƐƐŝŽŶ ƚŽ ƉĞƌŝŽƐƚĞƵŵ ĂŶĚ ƉĞƌŝŽĚŽŶƚĂů ůŝŐĂŵĞŶƚ ĂŶĚ ŝŶĐƌĞĂƐĞĚ ĞǆƉƌĞƐƐŝŽŶ ďǇ
ƚƌĂŶƐĨŽƌŵŝŶŐŐƌŽǁƚŚĨĂĐƚŽƌďĞƚĂ͘Η:ŽŶĞDŝŶĞƌZĞƐϭϰ;ϳͿ͗ϭϮϯϵͲϭϮϰϵ͘
,ŽƵ͕Y͕͘d͘Ăƌƌ͕>͘'ĞĞ͕:͘sŝĐŬĞƌƐ͕:͘tǇŵĞƌ͕͘ŽƌƐĂŶŝ͕>͘ZŽĚĞůůĂ͕^͘'ĞƚƐŝŽƐ͕d͘ƵƌĚŽ͕͘ŝƐĞŶďĞƌŐ͕
h͘'ƵŚĂ͕Z͘>ĂǀŬĞƌ͕:͘<ĞƐƐůĞƌ͕^͘ŚŝƚƚƵƌ͕͘&ŝŽƌŝŶŽ͕&͘ZŝĐĞĂŶĚW͘ůďƌĞĐŚƚ;ϮϬϭϭͿ͘Η<ĞƌĂƚŝŶŽĐǇƚĞ
ĞǆƉƌĞƐƐŝŽŶ ŽĨ ĐĂůĐŝƚŽŶŝŶ ŐĞŶĞͲƌĞůĂƚĞĚ ƉĞƉƚŝĚĞ ďĞƚĂ͗ ŝŵƉůŝĐĂƚŝŽŶƐ ĨŽƌ ŶĞƵƌŽƉĂƚŚŝĐ ĂŶĚ
ŝŶĨůĂŵŵĂƚŽƌǇƉĂŝŶŵĞĐŚĂŶŝƐŵƐ͘ΗWĂŝŶϭϱϮ;ϵͿ͗ϮϬϯϲͲϮϬϱϭ͘
,Ƶ͕ ^͘ ͘ ĂŶĚ ͘ ͘ >ĂŶ ;ϮϬϭϲͿ͘ Η,ŝŐŚͲŐůƵĐŽƐĞ ĞŶǀŝƌŽŶŵĞŶƚ ĚŝƐƚƵƌďƐ ƚŚĞ ƉŚǇƐŝŽůŽŐŝĐ ĨƵŶĐƚŝŽŶƐ ŽĨ
ŬĞƌĂƚŝŶŽĐǇƚĞƐ͗&ŽĐƵƐŝŶŐŽŶĚŝĂďĞƚŝĐǁŽƵŶĚŚĞĂůŝŶŐ͘Η:ĞƌŵĂƚŽů^Đŝϴϰ;ϮͿ͗ϭϮϭͲϭϮϳ͘
ZĠĨĠƌĞŶĐĞƐďŝďůŝŽŐƌĂƉŚŝƋƵĞƐ 
ϭϲϲ
 
,ƵĂŶŐ͕:͕͘>͘>͘^ƚŽŚů͕y͘ŚŽƵ͕t͘ŝŶŐĂŶĚZ͘͘'ƌĂŶƐƚĞŝŶ;ϮϬϭϭͿ͘ΗĂůĐŝƚŽŶŝŶŐĞŶĞͲƌĞůĂƚĞĚƉĞƉƚŝĚĞ
ŝŶŚŝďŝƚƐĐŚĞŵŽŬŝŶĞƉƌŽĚƵĐƚŝŽŶďǇŚƵŵĂŶĚĞƌŵĂůŵŝĐƌŽǀĂƐĐƵůĂƌĞŶĚŽƚŚĞůŝĂůĐĞůůƐ͘ΗƌĂŝŶĞŚĂǀ
/ŵŵƵŶϮϱ;ϰͿ͗ϳϴϳͲϳϵϵ͘
,ƵƐŵĂŶŶ͕ <͕͘ W͘D͘ ^ĞǆƚŽŶ͕ :͘ ͘ &ŝƐĐŚĞƌ ĂŶĚt͘ ŽƌŶ ;ϮϬϬϬͿ͘ ΗDŽƵƐĞ ƌĞĐĞƉƚŽƌͲĂĐƚŝǀŝƚǇͲŵŽĚŝĨǇŝŶŐ
ƉƌŽƚĞŝŶƐϭ͕ͲϮĂŶĚͲϯ͗ĂŵŝŶŽĂĐŝĚƐĞƋƵĞŶĐĞ͕ĞǆƉƌĞƐƐŝŽŶĂŶĚĨƵŶĐƚŝŽŶ͘ΗDŽůĞůůŶĚŽĐƌŝŶŽůϭϲϮ;ϭͲ
ϮͿ͗ϯϱͲϰϯ͘
,ƵǇƐŵĂŶ͕͘ĂŶĚ͘DĂƚŚŝĞƵ;ϮϬϬϵͿ͘ΗŝĂďĞƚĞƐĂŶĚƉĞƌŝƉŚĞƌĂůǀĂƐĐƵůĂƌĚŝƐĞĂƐĞ͘ΗĐƚĂŚŝƌĞůŐϭϬϵ;ϱͿ͗
ϱϴϳͲϱϵϰ͘
/ŐĂŬŝ͕D͕͘d͘,ŝŐĂƐŚŝ͕^ ͘,ĂŵĂŵŽƚŽ͕^ ͘<ŽĚĂŵĂ͕^ ͘EĂŝƚŽĂŶĚ^ ͘dŽŬƵŚĂƌĂ;ϮϬϭϰͿ͘ΗƐƚƵĚǇŽĨƚŚĞďĞŚĂǀŝŽƌ
ĂŶĚŵĞĐŚĂŶŝƐŵŽĨƚŚĞƌŵĂůĐŽŶĚƵĐƚŝŽŶŝŶƚŚĞƐŬŝŶƵŶĚĞƌŵŽŝƐƚĂŶĚĚƌǇŚĞĂƚĐŽŶĚŝƚŝŽŶƐ͘Η^ŬŝŶ
ZĞƐdĞĐŚŶŽůϮϬ;ϭͿ͗ϰϯͲϰϵ͘
/ŬŽŵĂ͕͕͘D͘^ƚĞŝŶŚŽĨĨ͕^͘^ƚĂŶĚĞƌ͕'͘zŽƐŝƉŽǀŝƚĐŚĂŶĚD͘^ĐŚŵĞůǌ;ϮϬϬϲͿ͘ΗdŚĞŶĞƵƌŽďŝŽůŽŐǇŽĨŝƚĐŚ͘Η
EĂƚZĞǀEĞƵƌŽƐĐŝϳ;ϳͿ͗ϱϯϱͲϱϰϳ͘
/ŶĐĞ͕ W͕͘ ͘ <ĞŶĚƌŝĐŬ͕ &͘ 'ĂŵĞ ĂŶĚ t͘ :ĞĨĨĐŽĂƚĞ ;ϮϬϬϳͿ͘ ΗdŚĞ ĂƐƐŽĐŝĂƚŝŽŶ ďĞƚǁĞĞŶ ďĂƐĞůŝŶĞ
ĐŚĂƌĂĐƚĞƌŝƐƚŝĐƐĂŶĚƚŚĞŽƵƚĐŽŵĞŽĨĨŽŽƚůĞƐŝŽŶƐŝŶĂh<ƉŽƉƵůĂƚŝŽŶǁŝƚŚĚŝĂďĞƚĞƐ͘ΗŝĂďĞƚDĞĚ
Ϯϰ;ϵͿ͗ϵϳϳͲϵϴϭ͘
/ŶŽƵĞ͕<͕͘^͘<ŽŝǌƵŵŝ͕^͘&ƵǌŝǁĂƌĂ͕^͘ĞŶĚĂĂŶĚD͘ĞŶĚĂ;ϮϬϬϮͿ͘Η&ƵŶĐƚŝŽŶĂůǀĂŶŝůůŽŝĚƌĞĐĞƉƚŽƌƐŝŶ
ĐƵůƚƵƌĞĚŶŽƌŵĂůŚƵŵĂŶĞƉŝĚĞƌŵĂůŬĞƌĂƚŝŶŽĐǇƚĞƐ͘ΗŝŽĐŚĞŵŝŽƉŚǇƐZĞƐŽŵŵƵŶϮϵϭ;ϭͿ͗ϭϮϰͲ
ϭϮϵ͘
/E^ZD ĂŶĚ Z͘ ƵƌĐĞůŝŶ͘ ;ϮϬϭϵĂ͕ ϭϯͬϬϮͬϮϬϭϵͿ͘ ΗŝĂďğƚĞ ĚĞ ƚǇƉĞ Ϯ͘Η   ZĞƚƌŝĞǀĞĚ ϭϭͬϬϳͬϮϬϭϵ͕ ĨƌŽŵ
ŚƚƚƉƐ͗ͬͬǁǁǁ͘ŝŶƐĞƌŵ͘ĨƌͬŝŶĨŽƌŵĂƚŝŽŶͲĞŶͲƐĂŶƚĞͬĚŽƐƐŝĞƌƐͲŝŶĨŽƌŵĂƚŝŽŶͬĚŝĂďĞƚĞͲƚǇƉĞͲϮ͘
/E^ZDĂŶĚZ͘DĂůůŽŶĞ͘ ;ϮϬϭϵď͕ ϭϬͬϬϰͬϮϬϭϵͿ͘ ΗŝĂďğƚĞ ĚĞ ƚǇƉĞ ϭ͘Η   ZĞƚƌŝĞǀĞĚ ϭϭͬϬϳͬϮϬϭϵ͕ ĨƌŽŵ
ŚƚƚƉƐ͗ͬͬǁǁǁ͘ŝŶƐĞƌŵ͘ĨƌͬŝŶĨŽƌŵĂƚŝŽŶͲĞŶͲƐĂŶƚĞͬĚŽƐƐŝĞƌƐͲŝŶĨŽƌŵĂƚŝŽŶͬĚŝĂďĞƚĞͲƚǇƉĞͲϭ͘
/ŶƚĞƌŶĂƚŝŽŶĂů WƌĞƐƐƵƌĞhůĐĞƌ'ƵŝĚĞůŝŶĞ͘ ;ϮϬϭϵ͕ ŽƸƚϮϬϭϵͿ͘ ΗWƌĞǀĞŶƚŝŽŶ ĂŶĚ dƌĞĂƚŵĞŶƚŽĨ WƌĞƐƐƵƌĞ
hůĐĞƌƐͬ/ŶũƵƌŝĞƐ͗ ůŝŶŝĐĂů WƌĂĐƚŝĐĞ 'ƵŝĚĞůŝŶĞ͘Η   ZĞƚƌŝĞǀĞĚ ϮϴͬϬϴͬϮϬϭϵ͕ ĨƌŽŵ
ŚƚƚƉ͗ͬͬŝŶƚĞƌŶĂƚŝŽŶĂůŐƵŝĚĞůŝŶĞ͘ĐŽŵͬƐƚĂƚĞŵĞŶƚƐηƐƚĂŐŝŶŐͺƐǇƐƚĞŵͺƌĞǀŝƐŝŽŶ͘
/ŽƌŝŽ͕s͕͘>͘͘dƌŽƵŐŚƚŽŶĂŶĚ<͘:͘,Ăŵŝůů;ϮϬϭϱͿ͘Η>ĂŵŝŶŝŶƐ͗ZŽůĞƐĂŶĚhƚŝůŝƚǇŝŶtŽƵŶĚZĞƉĂŝƌ͘ΗĚǀ
tŽƵŶĚĂƌĞ;EĞǁZŽĐŚĞůůĞͿϰ;ϰͿ͗ϮϱϬͲϮϲϯ͘
/ƌǁŝŶ͕ ^͕͘ Z͘t͘ ,ŽƵĚĞ͕͘ Z͘ ĞŶŶĞƚƚ͕ >͘ ͘ ,ĞŶĚĞƌƐŚŽƚ ĂŶĚD͘ ,͘ ^ĞĞǀĞƌƐ ;ϭϵϱϭͿ͘ ΗdŚĞ ĞĨĨĞĐƚƐ ŽĨ
ŵŽƌƉŚŝŶĞŵĞƚŚĂĚŽŶĞĂŶĚŵĞƉĞƌŝĚŝŶĞŽŶƐŽŵĞƌĞĨůĞǆƌĞƐƉŽŶƐĞƐŽĨƐƉŝŶĂůĂŶŝŵĂůƐƚŽŶŽĐŝĐĞƉƚŝǀĞ
ƐƚŝŵƵůĂƚŝŽŶ͘Η:WŚĂƌŵĂĐŽůǆƉdŚĞƌϭϬϭ;ϮͿ͗ϭϯϮͲϭϰϯ͘
/ƚŽ͕D͕͘͘zĂŶŐ͕d͘ŶĚů͕͘Ƶŝ͕E͘<ŝŵ͕^͘͘DŝůůĂƌĂŶĚ'͘ŽƚƐĂƌĞůŝƐ;ϮϬϬϳͿ͘ΗtŶƚͲĚĞƉĞŶĚĞŶƚĚĞŶŽǀŽ
ŚĂŝƌĨŽůůŝĐůĞƌĞŐĞŶĞƌĂƚŝŽŶŝŶĂĚƵůƚŵŽƵƐĞƐŬŝŶĂĨƚĞƌǁŽƵŶĚŝŶŐ͘ΗEĂƚƵƌĞϰϰϳ;ϳϭϰϮͿ͗ϯϭϲͲϯϮϬ͘
:ĂĐŬƐŽŶͲŽĞƚĞƌƐ͕>͕͘t͘tĞŶĂŶĚ͘t͘,ĂŵŝůƚŽŶ;ϮϬϬϵͿ͘ΗWĞƌŝŽƐƚŝŶůŽĐĂůŝǌĞƐƚŽĐĞůůƐŝŶŶŽƌŵĂůƐŬŝŶ͕ďƵƚ
ŝƐĂƐƐŽĐŝĂƚĞĚǁŝƚŚƚŚĞĞǆƚƌĂĐĞůůƵůĂƌŵĂƚƌŝǆĚƵƌŝŶŐǁŽƵŶĚƌĞƉĂŝƌ͘Η:ĞůůŽŵŵƵŶ^ŝŐŶĂůϯ;ϮͿ͗ϭϮϱͲ
ϭϯϯ͘
:ĂŵĞƐŽŶ͕:͘ĂŶĚt͘>͘,ĂǀƌĂŶ;ϮϬϬϳͿ͘Η^ŬŝŶŐĂŵŵĂĚĞůƚĂdͲĐĞůů ĨƵŶĐƚŝŽŶƐ ŝŶŚŽŵĞŽƐƚĂƐŝƐĂŶĚǁŽƵŶĚ
ŚĞĂůŝŶŐ͘Η/ŵŵƵŶŽůZĞǀϮϭϱ͗ϭϭϰͲϭϮϮ͘
:ĞĨĨĐŽĂƚĞ͕t͘:͘ĂŶĚ<͘'͘,ĂƌĚŝŶŐ;ϮϬϬϯͿ͘ΗŝĂďĞƚŝĐĨŽŽƚƵůĐĞƌƐ͘Η>ĂŶĐĞƚϯϲϭ;ϵϯϲϴͿ͗ϭϱϰϱͲϭϱϱϭ͘
:ĞůŝĐŝĐ<ĂĚŝĐ͕͕͘D͘ŽƌŝĐ͕D͘sŝĚĂŬ͕>͘&ĞƌŚĂƚŽǀŝĐĂŶĚ>͘WƵůũĂŬ;ϮϬϭϰͿ͘ΗŚĂŶŐĞƐŝŶĞƉŝĚĞƌŵĂůƚŚŝĐŬŶĞƐƐ
ĂŶĚĐƵƚĂŶĞŽƵƐŝŶŶĞƌǀĂƚŝŽŶĚƵƌŝŶŐŵĂƚƵƌĂƚŝŽŶŝŶůŽŶŐͲƚĞƌŵĚŝĂďĞƚĞƐ͘Η:dŝƐƐƵĞsŝĂďŝůŝƚǇϮϯ;ϭͿ͗ϳͲ
ϭϮ͘
:ĞŶƐĞŶ͕͘͕͘d͘>ŝĞƵ͕D͘>͘,ĂůůƐ͕E͘͘sĞůĚŚƵŝƐ͕t͘>͘/ŵůĂĐŚ͕Y͘E͘DĂŝ͕͘W͘WŽŽůĞ͕d͘YƵĂĐŚ͕>͘ƵƌĞůŝŽ͕
:͘ŽŶŶĞƌ͕͘<͘,ĞƌĞŶďƌŝŶŬ͕E͘ĂƌůŽǁ͕:͘^͘^ŝŵƉƐŽŶ͕D͘:͘^ĐĂŶůŽŶ͕͘'ƌĂŚĂŵ͕͘DĐůƵƐŬĞǇ͕W͘
:͘ZŽďŝŶƐŽŶ͕s͘ƐĐƌŝŽƵ͕Z͘EĂƐƐŝŶŝ͕^͘DĂƚĞƌĂǌǌŝ͕W͘'ĞƉƉĞƚƚŝ͕'͘͘,ŝĐŬƐ͕D͘:͘ŚƌŝƐƚŝĞ͕͘:͘,͘
WŽƌƚĞƌ͕D͘ĂŶĂůƐ ĂŶĚE͘t͘ƵŶŶĞƚƚ ;ϮϬϭϳͿ͘ ΗEĞƵƌŽŬŝŶŝŶϭ ƌĞĐĞƉƚŽƌ ƐŝŐŶĂůŝŶŐ ŝŶĞŶĚŽƐŽŵĞƐ
ŵĞĚŝĂƚĞƐƐƵƐƚĂŝŶĞĚŶŽĐŝĐĞƉƚŝŽŶĂŶĚŝƐĂǀŝĂďůĞƚŚĞƌĂƉĞƵƚŝĐƚĂƌŐĞƚĨŽƌƉƌŽůŽŶŐĞĚƉĂŝŶƌĞůŝĞĨ͘Η^Đŝ
dƌĂŶƐůDĞĚϵ;ϯϵϮͿ͘
:ŝ͕Z͘Z͕͘d͘͘^ ĂŵĂĚ͕^ ͘y͘:ŝŶ͕Z͘^ ĐŚŵŽůůĂŶĚ͘:͘tŽŽůĨ;ϮϬϬϮͿ͘ΗƉϯϴDW<ĂĐƚŝǀĂƚŝŽŶďǇE'&ŝŶƉƌŝŵĂƌǇ
ƐĞŶƐŽƌǇŶĞƵƌŽŶƐĂĨƚĞƌŝŶĨůĂŵŵĂƚŝŽŶŝŶĐƌĞĂƐĞƐdZWsϭůĞǀĞůƐĂŶĚŵĂŝŶƚĂŝŶƐŚĞĂƚŚǇƉĞƌĂůŐĞƐŝĂ͘Η
EĞƵƌŽŶϯϲ;ϭͿ͗ϱϳͲϲϴ͘
:ŝĂŶŐ͕z͕͘:͘Z͘EǇĞŶŐĂĂƌĚ͕:͘^͘ŚĂŶŐĂŶĚ:͘:ĂŬŽďƐĞŶ;ϮϬϬϰͿ͘Η^ĞůĞĐƚŝǀĞůŽƐƐŽĨĐĂůĐŝƚŽŶŝŶŐĞŶĞͲƌĞůĂƚĞĚ
WĞƉƚŝĚĞͲĞǆƉƌĞƐƐŝŶŐ ƉƌŝŵĂƌǇ ƐĞŶƐŽƌǇ ŶĞƵƌŽŶƐ ŽĨ ƚŚĞ ĂͲĐĞůů ƉŚĞŶŽƚǇƉĞ ŝŶ ĞĂƌůǇ ĞǆƉĞƌŝŵĞŶƚĂů
ĚŝĂďĞƚĞƐ͘ΗŝĂďĞƚĞƐϱϯ;ϭϬͿ͗ϮϲϲϵͲϮϲϳϱ͘
ZĠĨĠƌĞŶĐĞƐďŝďůŝŽŐƌĂƉŚŝƋƵĞƐ 
ϭϲϳ
 
:ŽŚŶƐŽŶ͕ '͘ ͕͘ d͘ ^ƚĞǀĞŶƐŽŶ ĂŶĚ <͘ ŚŶ ;ϭϵϵϵͿ͘ Η,ǇĚƌŽůǇƐŝƐ ŽĨ ƉĞƉƚŝĚĞ ŚŽƌŵŽŶĞƐ ďǇ ĞŶĚŽƚŚĞůŝŶͲ
ĐŽŶǀĞƌƚŝŶŐĞŶǌǇŵĞͲϭ͘ĐŽŵƉĂƌŝƐŽŶǁŝƚŚŶĞƉƌŝůǇƐŝŶ͘Η:ŝŽůŚĞŵϮϳϰ;ϳͿ͗ϰϬϱϯͲϰϬϱϴ͘
:ŽŚŶƐŽŶ͕D͘^͕͘ :͘D͘ZǇĂůƐĂŶĚ͘͘tƌŝŐŚƚ ;ϮϬϬϴͿ͘ΗĂƌůǇ ůŽƐƐŽĨƉĞƉƚŝĚĞƌŐŝĐ ŝŶƚƌĂĞƉŝĚĞƌŵĂůŶĞƌǀĞ
ĨŝďĞƌƐŝŶĂŶ^dͲŝŶĚƵĐĞĚŵŽƵƐĞŵŽĚĞůŽĨŝŶƐĞŶƐĂƚĞĚŝĂďĞƚŝĐŶĞƵƌŽƉĂƚŚǇ͘ΗWĂŝŶϭϰϬ;ϭͿ͗ϯϱͲϰϳ͘
:ŽůŝǀĂůƚ͕͘'͕͘<͘͘&ƌŝǌǌŝ͕>͘'ƵĞƌŶƐĞǇ͕͘DĂƌƋƵĞǌ͕:͘KĐŚŽĂ͕D͘ZŽĚƌŝŐƵĞǌĂŶĚE͘͘ĂůĐƵƚƚ;ϮϬϭϲͿ͘
ΗWĞƌŝƉŚĞƌĂůEĞƵƌŽƉĂƚŚǇŝŶDŽƵƐĞDŽĚĞůƐŽĨŝĂďĞƚĞƐ͘ΗƵƌƌWƌŽƚŽĐDŽƵƐĞŝŽů͘ϲ;ϯͿ͗ϮϮϯͲϮϱϱ͘
:ŽŽĚĂŬŝ͕,͘ĂŶĚD͘WĂŶǌĞƌ;ϮϬϭϴͿ͘Η^ŬŝŶŵĞĐŚĂŶŝĐĂůƉƌŽƉĞƌƚŝĞƐĂŶĚŵŽĚĞůŝŶŐ͗ƌĞǀŝĞǁ͘ΗWƌŽĐ/ŶƐƚDĞĐŚ
ŶŐ,ϮϯϮ;ϰͿ͗ϯϮϯͲϯϰϯ͘
:ŽŽƐƚ͕ ^͕͘ d͘ :ĂĐŽď͕ y͘ ^ƵŶ͕ <͘ ŶŶƵƐǀĞƌ͕ '͘ >Ă DĂŶŶŽ͕ /͘ ^Ƶƌ ĂŶĚ D͘ <ĂƐƉĞƌ ;ϮϬϭϴͿ͘ Η^ŝŶŐůĞͲĞůů
dƌĂŶƐĐƌŝƉƚŽŵŝĐƐ ŽĨ dƌĂĐĞĚ ƉŝĚĞƌŵĂů ĂŶĚ ,Ăŝƌ &ŽůůŝĐůĞ ^ƚĞŵ ĞůůƐ ZĞǀĞĂůƐ ZĂƉŝĚ ĚĂƉƚĂƚŝŽŶƐ
ĚƵƌŝŶŐtŽƵŶĚ,ĞĂůŝŶŐ͘ΗĞůůZĞƉϮϱ;ϯͿ͗ϱϴϱͲϱϵϳ͘
:ŽŽƐƚ͕^͕͘͘ĞŝƐĞů͕d͘:ĂĐŽď͕y͘^ƵŶ͕'͘>ĂDĂŶŶŽ͕W͘>ŽŶŶĞƌďĞƌŐ͕^͘>ŝŶŶĂƌƐƐŽŶĂŶĚD͘<ĂƐƉĞƌ;ϮϬϭϲͿ͘
Η^ŝŶŐůĞͲĞůůdƌĂŶƐĐƌŝƉƚŽŵŝĐƐZĞǀĞĂůƐƚŚĂƚŝĨĨĞƌĞŶƚŝĂƚŝŽŶĂŶĚ^ƉĂƚŝĂů^ŝŐŶĂƚƵƌĞƐ^ŚĂƉĞƉŝĚĞƌŵĂů
ĂŶĚ,Ăŝƌ&ŽůůŝĐůĞ,ĞƚĞƌŽŐĞŶĞŝƚǇ͘ΗĞůů^ǇƐƚϯ;ϯͿ͗ϮϮϭͲϮϯϳ͘
:ƂƌŶĞƐŬŽŐ͕'͕͘<͘ƌŝƐŵĂƌĂŶĚ͘&ĂŐƌĞůů;ϭϵϵϱĂͿ͘Η^ŬŝŶĐĂƉŝůůĂƌǇĐŝƌĐƵůĂƚŝŽŶŝƐŵŽƌĞŝŵƉĂŝƌĞĚŝŶƚŚĞƚŽĞƐ
ŽĨĚŝĂďĞƚŝĐƚŚĂŶŶŽŶͲĚŝĂďĞƚŝĐƉĂƚŝĞŶƚƐǁŝƚŚƉĞƌŝƉŚĞƌĂůǀĂƐĐƵůĂƌĚŝƐĞĂƐĞ͘ΗŝĂďĞƚDĞĚϭϮ;ϭͿ͗ϯϲͲ
ϰϭ͘
:ƂƌŶĞƐŬŽŐ͕'͕͘<͘ƌŝƐŵĂƌĂŶĚ͘&ĂŐƌĞůů;ϭϵϵϱďͿ͘Η^ŬŝŶĐĂƉŝůůĂƌǇĐŝƌĐƵůĂƚŝŽŶƐĞǀĞƌĞůǇŝŵƉĂŝƌĞĚŝŶƚŽĞƐŽĨ
ƉĂƚŝĞŶƚƐǁŝƚŚ/D͕ǁŝƚŚĂŶĚǁŝƚŚŽƵƚůĂƚĞĚŝĂďĞƚŝĐĐŽŵƉůŝĐĂƚŝŽŶƐ͘ΗŝĂďĞƚŽůŽŐŝĂϯϴ;ϰͿ͗ϰϳϰͲϰϴϬ͘
:ƵĚĞ͕͘͕͘^͘K͘KǇŝďŽ͕E͘ŚĂůŵĞƌƐĂŶĚ͘:͘ŽƵůƚŽŶ;ϮϬϬϭͿ͘ΗWĞƌŝƉŚĞƌĂůĂƌƚĞƌŝĂůĚŝƐĞĂƐĞŝŶĚŝĂďĞƚŝĐ
ĂŶĚŶŽŶĚŝĂďĞƚŝĐƉĂƚŝĞŶƚƐ͗ĂĐŽŵƉĂƌŝƐŽŶŽĨƐĞǀĞƌŝƚǇĂŶĚŽƵƚĐŽŵĞ͘ΗŝĂďĞƚĞƐĂƌĞϮϰ;ϴͿ͗ϭϰϯϯͲ
ϭϰϯϳ͘
:ƵŶŐ͕͕͘z͘͘<ŝŵ͕:͘͘>ĞĞ͕͘D͘͘DƵŚĂŵĞĚĂŶĚ:͘z͘>ĞĞ;ϮϬϭϴͿ͘Η^ǁĞĂƚŝŶŐĚŝƐƚƌŝďƵƚŝŽŶĂŶĚĂĐƚŝǀĞ
ƐǁĞĂƚŐůĂŶĚƐŽŶƚŚĞƐĐĂůƉŽĨǇŽƵŶŐŵĂůĞƐŝŶŚŽƚͲĚƌǇĂŶĚŚŽƚͲŚƵŵŝĚĞŶǀŝƌŽŶŵĞŶƚƐ͘ΗƵƌ:ƉƉů
WŚǇƐŝŽůϭϭϴ;ϭϮͿ͗ϮϲϱϱͲϮϲϲϳ͘
:ƵŶŐ͕͘͘ĂŶĚ,͘/͘DĂŝďĂĐŚ;ϮϬϭϰͿ͘ŚĂƉƚĞƌϮ͗ŶŝŵĂůŵŽĚĞůƐĨŽƌƉĞƌĐƵƚĂŶĞŽƵƐĂďƐŽƌƉƚŝŽŶ͘dŽƉŝĐĂů
ƌƵŐ ŝŽĂǀĂŝůĂďŝůŝƚǇ͕ ŝŽĞƋƵŝǀĂůĞŶĐĞ͕ ĂŶĚ WĞŶĞƚƌĂƚŝŽŶ͘ s͘ ^ŚĂŚ͕ ,͘ DĂŝďĂĐŚ ĂŶĚ :͘ :ĞŶŶĞƌ͕
^ƉƌŝŶŐĞƌ^ĐŝĞŶĐĞнƵƐŝŶĞƐƐDĞĚŝĂEĞǁzŽƌŬ͘
:ƵƐƚĞƌͲ^ǁŝƚůǇŬ͕ <͘ ĂŶĚ ͘ '͘ ^ŵŝƚŚ ;ϮϬϭϲͿ͘ ΗhƉĚĂƚĞƐ ŝŶ ĚŝĂďĞƚŝĐ ƉĞƌŝƉŚĞƌĂů ŶĞƵƌŽƉĂƚŚǇ͘Η &ϭϬϬϬZĞƐ
ϱ;&ϭϬϬϬ&ĂĐƵůƚǇZĞǀͿ͗ϳϯϴ͘
<Ăŵďŝǌ͕^͕͘:͘t͘ǀĂŶEĞĐŬ͕^͘'͘ŽƐŐƵŶ͕D͘,͘ǀĂŶsĞůǌĞŶ͕:͘͘:ĂŶƐƐĞŶ͕E͘ǀĂǌǀĞƌĚŝ͕^͘͘,ŽǀŝƵƐĂŶĚ
͘d͘tĂůďĞĞŚŵ;ϮϬϭϱͿ͘ΗŶĞĂƌůǇĚŝĂŐŶŽƐƚŝĐ ƚŽŽů ĨŽƌĚŝĂďĞƚŝĐƉĞƌŝƉŚĞƌĂůŶĞƵƌŽƉĂƚŚǇ ŝŶ ƌĂƚƐ͘Η
W>Ž^KŶĞϭϬ;ϱͿ͗ĞϬϭϮϲϴϵϮ͘
<ĂŵŵĞǇĞƌ͕ ͕͘D͘ ͘ dĞƵŶŝƐƐĞŶ͕ ^͘ WĂǀĞů͕D͘ ͘ ĚĞ ZŝĞ ĂŶĚ :͘ ͘ ŽƐ ;ϭϵϵϱͿ͘ ΗWŚŽƚŽŝƐŽŵĞƌŝǌĂƚŝŽŶ
ƐƉĞĐƚƌƵŵŽĨƵƌŽĐĂŶŝĐĂĐŝĚ ŝŶŚƵŵĂŶƐŬŝŶĂŶĚ ŝŶǀŝƚƌŽ͗ĞĨĨĞĐƚƐŽĨƐŝŵƵůĂƚĞĚƐŽůĂƌĂŶĚĂƌƚŝĨŝĐŝĂů
ƵůƚƌĂǀŝŽůĞƚƌĂĚŝĂƚŝŽŶ͘Ηƌ:ĞƌŵĂƚŽůϭϯϮ;ϲͿ͗ϴϴϰͲϴϵϭ͘
<ĂŶĂŽŬĂ͕D͕͘z͘zĂŵĂŐƵĐŚŝ͕E͘<ŽŵŝƚƐƵ͕͘͘&ĞŐŚĂůŝͲŽƐƚǁŝĐŬ͕D͘KŐĂǁĂ͕<͘ƌŝŵĂ͕<͘/ǌƵŚĂƌĂĂŶĚD͘
ŝŚĂƌĂ ;ϮϬϭϴͿ͘ ΗWƌŽͲĨŝďƌŽƚŝĐ ƉŚĞŶŽƚǇƉĞ ŽĨ ŚƵŵĂŶ ƐŬŝŶ ĨŝďƌŽďůĂƐƚƐ ŝŶĚƵĐĞĚ ďǇ ƉĞƌŝŽƐƚŝŶ ǀŝĂ
ŵŽĚƵůĂƚŝŶŐd'&ͲďĞƚĂƐŝŐŶĂůŝŶŐ͘Η:ĞƌŵĂƚŽů^ĐŝϵϬ;ϮͿ͗ϭϵϵͲϮϬϴ͘
<ĂƚĂǇĂŵĂ͕ D͕͘ :͘ ͘ EĂĚĞů͕ E͘ t͘ ƵŶŶĞƚƚ͕ '͘ h͘ ŝ DĂƌŝĂ͕ D͘ ,ĂǆŚŝƵ ĂŶĚ ͘ ͘ ŽƌƐŽŶ ;ϭϵϵϭͿ͘
ΗĂƚĂďŽůŝƐŵ ŽĨ ĐĂůĐŝƚŽŶŝŶ ŐĞŶĞͲƌĞůĂƚĞĚ ƉĞƉƚŝĚĞ ĂŶĚ ƐƵďƐƚĂŶĐĞ W ďǇ ŶĞƵƚƌĂů ĞŶĚŽƉĞƉƚŝĚĂƐĞ͘Η
WĞƉƚŝĚĞƐϭϮ;ϯͿ͗ϱϲϯͲϱϲϳ͘
<ĞůůǇ͕͘:͕͘'͘dĞƌĞŶŐŚŝ͕͘,ĂǌĂƌŝĂŶĚD͘tŝďĞƌŐ;ϮϬϬϱͿ͘ΗEĞƌǀĞĨŝďƌĞĂŶĚƐĞŶƐŽƌǇĞŶĚŽƌŐĂŶĚĞŶƐŝƚǇŝŶ
ƚŚĞĞƉŝĚĞƌŵŝƐĂŶĚƉĂƉŝůůĂƌǇĚĞƌŵŝƐŽĨƚŚĞŚƵŵĂŶŚĂŶĚ͘Ηƌ:WůĂƐƚ^ƵƌŐϱϴ;ϲͿ͗ϳϳϰͲϳϳϵ͘
<ŚĂůŝů͕͘ĂŶĚZ͘,ĞůŵĞ;ϭϵϵϲͿ͘Η^ĞŶƐŽƌǇƉĞƉƚŝĚĞƐĂƐŶĞƵƌŽŵŽĚƵůĂƚŽƌƐŽĨǁŽƵŶĚŚĞĂůŝŶŐŝŶĂŐĞĚƌĂƚƐ͘Η
:'ĞƌŽŶƚŽůŝŽů^ĐŝDĞĚ^Đŝϱϭ;ϱͿ͘
<ŚĂŶŶĂ͕^͕͘^͘ŝƐǁĂƐ͕z͘^ŚĂŶŐ͕͘ŽůůĂƌĚ͕͘ǌĂĚ͕͘<ĂƵŚ͕s͘ŚĂƐŬĞƌ͕'͘D͘'ŽƌĚŝůůŽ͕͘<͘^ĞŶĂŶĚ^͘
ZŽǇ ;ϮϬϭϬͿ͘ ΗDĂĐƌŽƉŚĂŐĞ ĚǇƐĨƵŶĐƚŝŽŶ ŝŵƉĂŝƌƐ ƌĞƐŽůƵƚŝŽŶ ŽĨ ŝŶĨůĂŵŵĂƚŝŽŶ ŝŶ ƚŚĞ ǁŽƵŶĚƐ ŽĨ
ĚŝĂďĞƚŝĐŵŝĐĞ͘ΗW>Ž^KŶĞϱ;ϯͿ͗Ğϵϱϯϵ͘
<ŝŵ͕z͘'͕͘͘D͘>ŽŶĞ͕t͘D͘EŽůƚĞĂŶĚ͘^ĂŐŚĂƚĞůŝĂŶ;ϮϬϭϮͿ͘ΗWĞƉƚŝĚŽŵŝĐƐĂƉƉƌŽĂĐŚƚŽĞůƵĐŝĚĂƚĞƚŚĞ
ƉƌŽƚĞŽůǇƚŝĐƌĞŐƵůĂƚŝŽŶŽĨďŝŽĂĐƚŝǀĞƉĞƉƚŝĚĞƐ͘ΗWƌŽĐEĂƚůĐĂĚ^Đŝh^ϭϬϵ;ϮϮͿ͗ϴϱϮϯͲϴϱϮϳ͘
<ŽŚ͕d͘:͘ĂŶĚ>͘͘ŝWŝĞƚƌŽ;ϮϬϭϭͿ͘Η/ŶĨůĂŵŵĂƚŝŽŶĂŶĚǁŽƵŶĚŚĞĂůŝŶŐ͗ƚŚĞƌŽůĞŽĨƚŚĞŵĂĐƌŽƉŚĂŐĞ͘Η
ǆƉĞƌƚZĞǀDŽůDĞĚϭϯ͗ĞϮϯ͘
ZĠĨĠƌĞŶĐĞƐďŝďůŝŽŐƌĂƉŚŝƋƵĞƐ 
ϭϲϴ
 
<ŽŬĂƚĞ͕:͘z͕͘<͘:͘>ĞůĂŶĚ͕͘D͘,ĞůĚ͕'͘>͘,ĂŶƐĞŶ͕'͘>͘<ǀĞĞŶ͕͘͘:ŽŚŶƐŽŶ͕D͘^ ͘tŝůŬĞ͕͘D͘^ ƉĂƌƌŽǁ
ĂŶĚW͘͘/ĂŝǌǌŽ;ϭϵϵϱͿ͘ΗdĞŵƉĞƌĂƚƵƌĞͲŵŽĚƵůĂƚĞĚƉƌĞƐƐƵƌĞƵůĐĞƌƐ͗ĂƉŽƌĐŝŶĞŵŽĚĞů͘ΗƌĐŚWŚǇƐ
DĞĚZĞŚĂďŝůϳϲ;ϳͿ͗ϲϲϲͲϲϳϯ͘
<ŽůƚǌĞŶďƵƌŐ͕D͕͘͘>͘^ƚƵĐŬǇĂŶĚ'͘Z͘>ĞǁŝŶ;ϭϵϵϳͿ͘ΗZĞĐĞƉƚŝǀĞƉƌŽƉĞƌƚŝĞƐŽĨŵŽƵƐĞƐĞŶƐŽƌǇŶĞƵƌŽŶƐ
ŝŶŶĞƌǀĂƚŝŶŐŚĂŝƌǇƐŬŝŶ͘Η:EĞƵƌŽƉŚǇƐŝŽůϳϴ;ϰͿ͗ϭϴϰϭͲϭϴϱϬ͘
<ŽƌĚĞƐƚĂŶŝ͕^͘^͘;ϮϬϭϵͿ͘ƚůĂƐŽĨtŽƵŶĚ,ĞĂůŝŶŐ͕ŚĂƉƚĞƌϯ͗tŽƵŶĚ,ĞĂůŝŶŐWƌŽĐĞƐƐ͕ůƐĞǀŝĞƌ͘
<ŽƐŝĂŬ͕D͘;ϭϵϱϵͿ͘ΗƚŝŽůŽŐǇĂŶĚƉĂƚŚŽůŽŐǇŽĨŝƐĐŚĞŵŝĐƵůĐĞƌƐ͘ΗƌĐŚWŚǇƐDĞĚZĞŚĂďŝůϰϬ;ϮͿ͗ϲϮͲϲϵ͘
<ŽƐŝĂŬ͕D͘;ϭϵϲϭͿ͘ΗƚŝŽůŽŐǇŽĨĚĞĐƵďŝƚƵƐƵůĐĞƌƐ͘ΗƌĐŚWŚǇƐDĞĚZĞŚĂďŝůϰϮ͗ϭϵͲϮϵ͘
<ŽƐƚĞƌ͕D͘/͘;ϮϬϬϵͿ͘ΗDĂŬŝŶŐĂŶĞƉŝĚĞƌŵŝƐ͘ΗŶŶEzĐĂĚ^ĐŝϭϭϳϬ͗ϳͲϭϬ͘
<ŽƚƚŶĞƌ͕:͕͘:͘ůĂĐŬ͕͘Ăůů͕͘'ĞĨĞŶĂŶĚE͘^ĂŶƚĂŵĂƌŝĂ;ϮϬϭϴͿ͘ΗDŝĐƌŽĐůŝŵĂƚĞ͗ĐƌŝƚŝĐĂůƌĞǀŝĞǁŝŶƚŚĞ
ĐŽŶƚĞǆƚŽĨƉƌĞƐƐƵƌĞƵůĐĞƌƉƌĞǀĞŶƚŝŽŶ͘ΗůŝŶŝŽŵĞĐŚϱϵ͗ϲϮͲϳϬ͘
<ƌŽƵƐŬŽƉ͕d͘͕͘E͘W͘ZĞĚĚǇ͕t͘͘^ƉĞŶĐĞƌĂŶĚ:͘t͘^ĞĐŽƌ;ϭϵϳϴͿ͘ΗDĞĐŚĂŶŝƐŵƐŽĨĚĞĐƵďŝƚƵƐƵůĐĞƌ
ĨŽƌŵĂƚŝŽŶͲͲĂŶŚǇƉŽƚŚĞƐŝƐ͘ΗDĞĚ,ǇƉŽƚŚĞƐĞƐϰ;ϭͿ͗ϯϳͲϯϵ͘
<ƌǌǇƐǌĐǌǇŬ͕W͕͘Z͘^ĐŚůŽƐƐ͕͘WĂůŵĞƌĂŶĚ&͘ĞƌƚŚŝĂƵŵĞ;ϮϬϭϴͿ͘ΗdŚĞZŽůĞŽĨDĂĐƌŽƉŚĂŐĞƐŝŶĐƵƚĞĂŶĚ
ŚƌŽŶŝĐtŽƵŶĚ,ĞĂůŝŶŐĂŶĚ/ŶƚĞƌǀĞŶƚŝŽŶƐƚŽWƌŽŵŽƚĞWƌŽͲǁŽƵŶĚ,ĞĂůŝŶŐWŚĞŶŽƚǇƉĞƐ͘Η&ƌŽŶƚ
WŚǇƐŝŽůϵ͗ϰϭϵ͘
<ƵŶƚ͕d͕͘d͘&ŽƌƐƚ͕^͘^ĐŚŵŝĚƚ͕͘WĨƵƚǌŶĞƌ͕^͘^ĐŚŶĞŝĚĞƌ͕K͘,ĂƌǌĞƌ͕D͘>ŽďŝŐ͕D͘ŶŐĞůďĂĐŚ͕<͘'ŽŝƚŽŵ͕
d͘WŽŚůŵĂŶŶĂŶĚ:͘ĞǇĞƌ;ϮϬϬϬͿ͘Η^ĞƌƵŵůĞǀĞůƐŽĨƐƵďƐƚĂŶĐĞWĂƌĞĚĞĐƌĞĂƐĞĚŝŶƉĂƚŝĞŶƚƐǁŝƚŚ
ƚǇƉĞϭĚŝĂďĞƚĞƐ͘ΗǆƉůŝŶŶĚŽĐƌŝŶŽůŝĂďĞƚĞƐϭϬϴ;ϯͿ͗ϭϲϰͲϭϲϳ͘
<ƵƌĂƐŚŝŐĞ͕ ͕͘ <͘,ŽƐŽŶŽ͕,͘DĂƚƐƵĚĂ͕ <͘ dƐƵũŝŬĂǁĂ͕,͘KŬĂŵŽƚŽ ĂŶĚD͘DĂũŝŵĂ ;ϮϬϭϰͿ͘ ΗZŽůĞƐŽĨ
ƌĞĐĞƉƚŽƌĂĐƚŝǀŝƚǇͲŵŽĚŝĨǇŝŶŐƉƌŽƚĞŝŶϭŝŶĂŶŐŝŽŐĞŶĞƐŝƐĂŶĚůǇŵƉŚĂŶŐŝŽŐĞŶĞƐŝƐĚƵƌŝŶŐƐŬŝŶǁŽƵŶĚ
ŚĞĂůŝŶŐŝŶŵŝĐĞ͘Η&ĂƐĞď:Ϯϴ;ϯͿ͗ϭϮϯϳͲϭϮϰϳ͘
<ƵǁĂƐĂŬŽ͕<͕͘z͘^ŚŝŵĞŬĂŬĞ͕D͘DĂƐƵĚĂ͕<͘EĂŬĂŚĂƌĂ͕d͘zŽƐŚŝĚĂ͕D͘<ŝƚĂƵƌĂ͕<͘<ŝƚĂŵƵƌĂ͕d͘ƚŽĂŶĚ
d͘^ĂŬĂƚĂ;ϮϬϬϬͿ͘ΗsŝƐƵĂůŝǌĂƚŝŽŶŽĨƚŚĞĐĂůĐŝƚŽŶŝŶƌĞĐĞƉƚŽƌͲůŝŬĞƌĞĐĞƉƚŽƌĂŶĚŝƚƐƌĞĐĞƉƚŽƌĂĐƚŝǀŝƚǇͲ
ŵŽĚŝĨǇŝŶŐƉƌŽƚĞŝŶƐĚƵƌŝŶŐŝŶƚĞƌŶĂůŝǌĂƚŝŽŶĂŶĚƌĞĐǇĐůŝŶŐ͘Η:ŝŽůŚĞŵϮϳϱ;ϯϴͿ͗ϮϵϲϬϮͲϮϵϲϬϵ͘
<ǁĂŬ͕ ^͘ ,͘ ĂŶĚ <͘ ^͘ WĂƌŬ ;ϮϬϭϲͿ͘ ΗZĞĐĞŶƚ ƉƌŽŐƌĞƐƐ ŝŶ ŐĞŶĞƚŝĐ ĂŶĚ ĞƉŝŐĞŶĞƚŝĐ ƌĞƐĞĂƌĐŚ ŽŶ ƚǇƉĞ Ϯ
ĚŝĂďĞƚĞƐ͘ΗǆƉDŽůDĞĚϰϴ͗ĞϮϮϬ͘
>ĂĐŚĞŶďƌƵĐŚ͕͕͘z͘d͘dǌĞŶ͕͘ƌŝĞŶǌĂ͕W͘͘<ĂƌŐĂŶĚW͘͘>ĂĐŚĞŶďƌƵĐŚ;ϮϬϭϱͿ͘ΗZĞůĂƚŝǀĞĐŽŶƚƌŝďƵƚŝŽŶƐ
ŽĨ ŝŶƚĞƌĨĂĐĞ ƉƌĞƐƐƵƌĞ͕ ƐŚĞĂƌ ƐƚƌĞƐƐ͕ ĂŶĚ ƚĞŵƉĞƌĂƚƵƌĞ ŽŶ ŝƐĐŚĞŵŝĐͲŝŶĚƵĐĞĚ͕ ƐŬŝŶͲƌĞĂĐƚŝǀĞ
ŚǇƉĞƌĞŵŝĂ ŝŶ ŚĞĂůƚŚǇ ǀŽůƵŶƚĞĞƌƐ͗ Ă ƌĞƉĞĂƚĞĚ ŵĞĂƐƵƌĞƐ ůĂďŽƌĂƚŽƌǇ ƐƚƵĚǇ͘Η KƐƚŽŵǇ tŽƵŶĚ
DĂŶĂŐĞϲϭ;ϮͿ͗ϭϲͲϮϱ͘
>ĂŶ͕͘͕͘/͘,͘>ŝƵ͕͘,͘&ĂŶŐ͕͘,͘tĞŶĂŶĚ͘^͘tƵ;ϮϬϬϴͿ͘Η,ǇƉĞƌŐůǇĐĂĞŵŝĐĐŽŶĚŝƚŝŽŶƐĚĞĐƌĞĂƐĞ
ĐƵůƚƵƌĞĚ ŬĞƌĂƚŝŶŽĐǇƚĞ ŵŽďŝůŝƚǇ͗ ŝŵƉůŝĐĂƚŝŽŶƐ ĨŽƌ ŝŵƉĂŝƌĞĚ ǁŽƵŶĚ ŚĞĂůŝŶŐ ŝŶ ƉĂƚŝĞŶƚƐ ǁŝƚŚ
ĚŝĂďĞƚĞƐ͘Ηƌ:ĞƌŵĂƚŽůϭϱϵ;ϱͿ͗ϭϭϬϯͲϭϭϭϱ͘
>ĂŶ͕͘͕͘͘^͘tƵ͕^͘D͘,ƵĂŶŐ͕/͘,͘tƵĂŶĚ'͘^͘ŚĞŶ;ϮϬϭϯͿ͘Η,ŝŐŚͲŐůƵĐŽƐĞĞŶǀŝƌŽŶŵĞŶƚĞŶŚĂŶĐĞĚ
ŽǆŝĚĂƚŝǀĞ ƐƚƌĞƐƐ ĂŶĚ ŝŶĐƌĞĂƐĞĚ ŝŶƚĞƌůĞƵŬŝŶͲϴ ƐĞĐƌĞƚŝŽŶ ĨƌŽŵ ŬĞƌĂƚŝŶŽĐǇƚĞƐ͗ ŶĞǁ ŝŶƐŝŐŚƚƐ ŝŶƚŽ
ŝŵƉĂŝƌĞĚĚŝĂďĞƚŝĐǁŽƵŶĚŚĞĂůŝŶŐ͘ΗŝĂďĞƚĞƐϲϮ;ϳͿ͗ϮϱϯϬͲϮϱϯϴ͘
>ĂŶĚƐŵĂŶ͕͘^͕͘͘&͘DĞĂŶĞǇ͕Z͘^͘ĂƌŐŝůů͕ϮŶĚ͕͘:͘DĂĐĂƌĂŬĂŶĚ>͘͘dŚŝďĂƵůƚ;ϭϵϵϱͿ͘ΗϭϵϵϱtŝůůŝĂŵ
:͘^ƚŝĐŬĞů'ŽůĚǁĂƌĚ͘,ŝŐŚƐƚƌĂŝŶƌĂƚĞƚŝƐƐƵĞĚĞĨŽƌŵĂƚŝŽŶ͘ƚŚĞŽƌǇŽŶƚŚĞŵĞĐŚĂŶŝĐĂůĞƚŝŽůŽŐǇ
ŽĨĚŝĂďĞƚŝĐĨŽŽƚƵůĐĞƌĂƚŝŽŶƐ͘Η:ŵWŽĚŝĂƚƌDĞĚƐƐŽĐϴϱ;ϭϬͿ͗ϱϭϵͲϱϮϳ͘
>ĂŶŐ͕͕͘͘EŽǀĂŬ͕W͘t͘ZĞĞŚĂŶĚ,͘K͘,ĂŶĚǁĞƌŬĞƌ;ϭϵϵϬͿ͘ΗŚĞŵŽƐĞŶƐŝƚŝǀŝƚǇŽĨĨŝŶĞĂĨĨĞƌĞŶƚƐĨƌŽŵ
ƌĂƚƐŬŝŶŝŶǀŝƚƌŽ͘Η:EĞƵƌŽƉŚǇƐŝŽůϲϯ;ϰͿ͗ϴϴϳͲϵϬϭ͘
>ĂŶŐƚŽŶ͕͘<͕͘,͘<͘'ƌĂŚĂŵ͕ :͘͘DĐŽŶŶĞůů͕D͘ :͘^ŚĞƌƌĂƚƚ͕͘͘D͘'ƌŝĨĨŝƚŚƐĂŶĚZ͘͘͘tĂƚƐŽŶ
;ϮϬϭϳͿ͘ΗKƌŐĂŶŝǌĂƚŝŽŶŽĨƚŚĞĚĞƌŵĂůŵĂƚƌŝǆŝŵƉĂĐƚƐƚŚĞďŝŽŵĞĐŚĂŶŝĐĂůƉƌŽƉĞƌƚŝĞƐŽĨƐŬŝŶ͘Ηƌ:
ĞƌŵĂƚŽůϭϳϳ;ϯͿ͗ϴϭϴͲϴϮϳ͘
>ĂƵƌĞŶƐ͕E͕͘W͘<ŽŽůǁŝũŬĂŶĚD͘W͘ĚĞDĂĂƚ;ϮϬϬϲͿ͘Η&ŝďƌŝŶƐƚƌƵĐƚƵƌĞĂŶĚǁŽƵŶĚŚĞĂůŝŶŐ͘Η:dŚƌŽŵď
,ĂĞŵŽƐƚϰ;ϱͿ͗ϵϯϮͲϵϯϵ͘
>ĂƵƌŝĂ͕'͕͘͘Z͘ŽƌŶďůĂƚŚ͕K͘:ŽŚĂŶƐƐŽŶ͕:͘͘DĐƌƚŚƵƌ͕^͘/͘DĞůůŐƌĞŶ͕D͘EŽůĂŶŽ͕E͘ZŽƐĞŶďĞƌŐĂŶĚ
͘ ^ŽŵŵĞƌ ;ϮϬϬϱͿ͘ Η&E^ŐƵŝĚĞůŝŶĞƐŽŶ ƚŚĞƵƐĞŽĨ ƐŬŝŶďŝŽƉƐǇ ŝŶ ƚŚĞĚŝĂŐŶŽƐŝƐŽĨƉĞƌŝƉŚĞƌĂů
ŶĞƵƌŽƉĂƚŚǇ͘ΗƵƌ:EĞƵƌŽůϭϮ;ϭϬͿ͗ϳϰϳͲϳϱϴ͘
>ĂƵƌƐĞŶ͕t͘:͕͘͘K͘ŶĚĞƌƐŽŶ͕>͘:͘,ŽĨĨƐƚĂĞƚƚĞƌ͕^͘E͘ĂŐƌŝĂŶƚƐĞǀĂŶĚ͘K͘'ƌĂĐŚĞǀĂ;ϮϬϭϱͿ͘Η^ƉĞĐŝĞƐͲ
ƐƉĞĐŝĨŝĐƚĞŵƉĞƌĂƚƵƌĞƐĞŶƐŝƚŝǀŝƚǇŽĨdZWϭ͘ΗdĞŵƉĞƌĂƚƵƌĞϮ;ϮͿ͗ϮϭϰͲϮϮϲ͘
>ĂǀĞƌĚĞƚ͕͕͘͘ĂŶŝŐŽ͕͘'ŝƌĂƌĚ͕>͘DĂŐǇ͕͘ĞŵŝŽƚĂŶĚ͘ĞƐŵŽƵůŝĞƌĞ;ϮϬϭϱͿ͘Η^ŬŝŶŝŶŶĞƌǀĂƚŝŽŶ͗
ŝŵƉŽƌƚĂŶƚƌŽůĞƐĚƵƌŝŶŐŶŽƌŵĂůĂŶĚƉĂƚŚŽůŽŐŝĐĂůĐƵƚĂŶĞŽƵƐƌĞƉĂŝƌ͘Η,ŝƐƚŽů,ŝƐƚŽƉĂƚŚŽůϯϬ;ϴͿ͗ϴϳϱͲ
ϴϵϮ͘
ZĠĨĠƌĞŶĐĞƐďŝďůŝŽŐƌĂƉŚŝƋƵĞƐ 
ϭϲϵ
 
>ĞĂƌƐ͕͘ĂŶĚ&͘ĚĂŵ;ϮϬϬϮͿ͘ΗEŽĐŝĐĞƉƚĞƵƌƐĞƚŵĠĚŝĂƚĞƵƌƐĚĂŶƐůĂĚŽƵůĞƵƌĂŝŐƵģŝŶĨůĂŵŵĂƚŽŝƌĞ͘Η
ŶŶ&ƌŶĞƐƚŚZĞĂŶŝŵϮϭ;ϰͿ͗ϯϭϱͲϯϯϱ͘
>ĞďŽŶǀĂůůĞƚ͕E͕͘E͘ ŽƵůĂŝƐ͕ ͘ >Ğ'Ăůů͕h͘ WĞƌĞŝƌĂ͕͘'ĂƵĐŚĞ͕ ͘'ŽďŝŶ͕ :͘K͘ WĞƌƐ͕ ͘ :ĞĂŶŵĂŝƌĞ͕ >͘
ĂŶŽƵǆ͕'͘WĂƵůǇĂŶĚ>͘DŝƐĞƌǇ;ϮϬϭϮͿ͘ΗĨĨĞĐƚƐŽĨƚŚĞƌĞͲŝŶŶĞƌǀĂƚŝŽŶŽĨŽƌŐĂŶŽƚǇƉŝĐƐŬŝŶĞǆƉůĂŶƚƐ
ŽŶƚŚĞĞƉŝĚĞƌŵŝƐ͘ΗǆƉĞƌŵĂƚŽů͘Ϯϭ;ϮͿ͗ϭϱϲͲϭϱϴ͘
>ĞĞͲ<Ƶďůŝ͕͘͘ĂŶĚE͘͘ĂůĐƵƚƚ;ϮϬϭϰͿ͘ΗWĂŝŶĨƵůŶĞƵƌŽƉĂƚŚǇ͗DĞĐŚĂŶŝƐŵƐ͘Η,ĂŶĚďůŝŶEĞƵƌŽůϭϮϲ͗
ϱϯϯͲϱϱϳ͘
>ĞŶŶĞƌǌ͕ :͘<͕͘s͘ZƺŚůĞ͕͘W͘ĞƉƉĂ͕t͘>͘EĞƵŚƵďĞƌ͕E͘t͘ƵŶŶĞƚƚ͕͘&͘'ƌĂĚǇĂŶĚ<͘DĞƐƐůŝŶŐĞƌ
;ϮϬϬϴͿ͘ΗĂůĐŝƚŽŶŝŶƌĞĐĞƉƚŽƌͲůŝŬĞƌĞĐĞƉƚŽƌ;>ZͿ͕ƌĞĐĞƉƚŽƌĂĐƚŝǀŝƚǇͲŵŽĚŝĨǇŝŶŐƉƌŽƚĞŝŶϭ;ZDWϭͿ͕
ĂŶĚ ĐĂůĐŝƚŽŶŝŶ ŐĞŶĞͲƌĞůĂƚĞĚ ƉĞƉƚŝĚĞ ;'ZWͿ ŝŵŵƵŶŽƌĞĂĐƚŝǀŝƚǇ ŝŶ ƚŚĞ ƌĂƚ ƚƌŝŐĞŵŝŶŽǀĂƐĐƵůĂƌ
ƐǇƐƚĞŵ͗ŝĨĨĞƌĞŶĐĞƐďĞƚǁĞĞŶƉĞƌŝƉŚĞƌĂůĂŶĚĐĞŶƚƌĂů'ZWƌĞĐĞƉƚŽƌĚŝƐƚƌŝďƵƚŝŽŶ͘ΗdŚĞ:ŽƵƌŶĂůŽĨ
ŽŵƉĂƌĂƚŝǀĞEĞƵƌŽůŽŐǇϱϬϳ;ϯͿ͗ϭϮϳϳͲϭϮϵϵ͘
>ĞƵŶŐ͕D͘^͘ĂŶĚ͘͘tŽŶŐ;ϮϬϬϬͿ͘ΗǆƉƌĞƐƐŝŽŶƐŽĨƉƵƚĂƚŝǀĞŶĞƵƌŽƚƌĂŶƐŵŝƚƚĞƌƐĂŶĚŶĞƵƌŽŶĂůŐƌŽǁƚŚ
ƌĞůĂƚĞĚŐĞŶĞƐŝŶDĞƌŬĞůĐĞůůͲŶĞƵƌŝƚĞĐŽŵƉůĞǆĞƐŽĨƚŚĞƌĂƚƐ͘Η>ŝĨĞ^Đŝϲϲ;ϭϲͿ͗ϭϰϴϭͲϭϰϵϬ͘
>ĞǀŝŶĞ͕:͘D͘;ϮϬϭϵͿ͘Η,ŝƐƚŽƌŝĐĂůWĞƌƐƉĞĐƚŝǀĞŽŶWƌĞƐƐƵƌĞ/ŶũƵƌǇůĂƐƐŝĨŝĐĂƚŝŽŶ͗dŚĞ>ĞŐĂĐǇŽĨ:͘ĂƌƌĞůů
^ŚĞĂ͘ΗĚǀ^ŬŝŶtŽƵŶĚĂƌĞϯϮ;ϯͿ͗ϭϬϯͲϭϬϲ͘
>ĞǀǇ͕͘D͕͘^͘^͘<ĂƌĂŶƚŚ͕͘Z͘^ƉƌŝŶŐĂůůĂŶĚ:͘D͘WŽůĂŬ;ϭϵϴϵͿ͘ΗĞƉůĞƚŝŽŶŽĨĐƵƚĂŶĞŽƵƐŶĞƌǀĞƐĂŶĚ
ŶĞƵƌŽƉĞƉƚŝĚĞƐ ŝŶĚŝĂďĞƚĞƐŵĞůůŝƚƵƐ͗ĂŶ ŝŵŵƵŶŽĐǇƚŽĐŚĞŵŝĐĂůƐƚƵĚǇ͘ΗŝĂďĞƚŽůŽŐŝĂϯϮ;ϳͿ͗ϰϮϳͲ
ϰϯϯ͘
>ĞǁŝŶ͕'͘Z͘ĂŶĚ>͘D͘DĞŶĚĞůů;ϭϵϵϯͿ͘ΗEĞƌǀĞŐƌŽǁƚŚĨĂĐƚŽƌĂŶĚŶŽĐŝĐĞƉƚŝŽŶ͘ΗdƌĞŶĚƐEĞƵƌŽƐĐŝϭϲ;ϵͿ͗
ϯϱϯͲϯϱϵ͘
>ĞǁŝŶ͕'͘Z͘ĂŶĚZ͘DŽƐŚŽƵƌĂď;ϮϬϬϰͿ͘ΗDĞĐŚĂŶŽƐĞŶƐĂƚŝŽŶĂŶĚƉĂŝŶ͘Η:EĞƵƌŽďŝŽůϲϭ;ϭͿ͗ϯϬͲϰϰ͘
>ĞǁŝŶ͕'͘Z͘ĂŶĚ͘EǇŬũĂĞƌ;ϮϬϭϰͿ͘ΗWƌŽͲŶĞƵƌŽƚƌŽƉŚŝŶƐ͕ƐŽƌƚŝůŝŶ͕ĂŶĚŶŽĐŝĐĞƉƚŝŽŶ͘ΗƵƌ:EĞƵƌŽƐĐŝϯϵ;ϯͿ͗
ϯϲϯͲϯϳϰ͘
>ŝ͕,͘:͕͘E͘<ĂŶĂǌĂǁĂ͕͘<ŝŵƵƌĂ͕͘<ĂŵŝŶĂŬĂ͕E͘zŽŶĞŝ͕z͘zĂŵĂŵŽƚŽĂŶĚ&͘&ƵƌƵŬĂǁĂ;ϮϬϭϮͿ͘Η^ĞǀĞƌĞ
ƵůĐĞƌĂƚŝŽŶ ǁŝƚŚ ŝŵƉĂŝƌĞĚ ŝŶĚƵĐƚŝŽŶ ŽĨ ŐƌŽǁƚŚ ĨĂĐƚŽƌƐ ĂŶĚ ĐǇƚŽŬŝŶĞƐ ŝŶ ŬĞƌĂƚŝŶŽĐǇƚĞƐ ĂĨƚĞƌ
ƚƌŝĐŚůŽƌŽĂĐĞƚŝĐĂĐŝĚĂƉƉůŝĐĂƚŝŽŶŽŶdZWsϭͲĚĞĨŝĐŝĞŶƚŵŝĐĞ͘ΗƵƌ:ĞƌŵĂƚŽůϮϮ;ϱͿ͗ϲϭϰͲϲϮϭ͘
>ŝ͕>͕͘D͘ZƵƚůŝŶ͕s͘͘ďƌĂŝƌĂ͕͘ĂƐƐŝĚǇ͕>͘<ƵƐ͕^͘'ŽŶŐ͕D͘W͘ :ĂŶŬŽǁƐŬŝ͕t͘>ƵŽ͕E͘,ĞŝŶƚǌ͕,͘Z͘
<ŽĞƌďĞƌ͕͘:͘tŽŽĚďƵƌǇĂŶĚ͘͘'ŝŶƚǇ;ϮϬϭϭͿ͘ΗdŚĞĨƵŶĐƚŝŽŶĂůŽƌŐĂŶŝǌĂƚŝŽŶŽĨĐƵƚĂŶĞŽƵƐůŽǁͲ
ƚŚƌĞƐŚŽůĚŵĞĐŚĂŶŽƐĞŶƐŽƌǇŶĞƵƌŽŶƐ͘ΗĞůůϭϰϳ;ϳͿ͗ϭϲϭϱͲϭϲϮϳ͘
>ŝĂŶŐ͕ z͕͘ :͘ ͘ DĂƌĐƵƐƐŽŶ ĂŶĚ K͘ :ŽŚĂŶƐƐŽŶ ;ϭϵϵϵͿ͘ Η>ŝŐŚƚ ĂŶĚ ĞůĞĐƚƌŽŶ ŵŝĐƌŽƐĐŽƉŝĐ
ŝŵŵƵŶŽŚŝƐƚŽĐŚĞŵŝĐĂů ŽďƐĞƌǀĂƚŝŽŶƐ ŽĨ Ɖϳϱ ŶĞƌǀĞ ŐƌŽǁƚŚ ĨĂĐƚŽƌ ƌĞĐĞƉƚŽƌͲŝŵŵƵŶŽƌĞĂĐƚŝǀĞ
ĚĞƌŵĂůŶĞƌǀĞƐŝŶƉƌƵƌŝŐŽŶŽĚƵůĂƌŝƐ͘ΗƌĐŚĞƌŵĂƚŽůZĞƐϮϵϭ;ϭͿ͗ϭϰͲϮϭ͘
>ŝŵ͕y͕͘^͘,͘dĂŶ͕t͘>͘<ŽŚ͕Z͘D͘ŚĂƵ͕<͘^͘zĂŶ͕͘:͘<ƵŽ͕Z͘ǀĂŶŵĞƌŽŶŐĞŶ͕͘D͘<ůĞŝŶĂŶĚZ͘EƵƐƐĞ
;ϮϬϭϯͿ͘ Η/ŶƚĞƌĨŽůůŝĐƵůĂƌ ĞƉŝĚĞƌŵĂů ƐƚĞŵ ĐĞůůƐ ƐĞůĨͲƌĞŶĞǁǀŝĂ ĂƵƚŽĐƌŝŶĞtŶƚ ƐŝŐŶĂůŝŶŐ͘Η ^ĐŝĞŶĐĞ
ϯϰϮ;ϲϭϲϯͿ͗ϭϮϮϲͲϭϮϯϬ͘
>ŝŵĂ͕Z͘K͕͘&͘s͘&ĞĐŚŝŶĞ͕D͘Z͘>ŝƐďŽĂ͕&͘<͘>ĞŝƚĂŽĂŶĚD͘>͘sĂůĞ;ϮϬϭϴͿ͘ΗĞǀĞůŽƉŵĞŶƚĂŶĚǀĂůŝĚĂƚŝŽŶ
ŽĨƚŚĞĞǆƉĞƌŝŵĞŶƚĂůǁŽƵŶĚĂƐƐĞƐƐŵĞŶƚƚŽŽů;tdͿĨŽƌƉƌĞƐƐƵƌĞƵůĐĞƌŝŶůĂďŽƌĂƚŽƌǇĂŶŝŵĂůƐ͘Η:
WŚĂƌŵĂĐŽůdŽǆŝĐŽůDĞƚŚŽĚƐϵϬ͗ϭϯͲϭϴ͘
>ŝŶĚďĞƌŐĞƌ͕D͕͘,͘͘^ ĐŚƌŽĚĞƌ͕D͘^ ĐŚƵůƚǌďĞƌŐ͕<͘<ƌŝƐƚĞŶƐƐŽŶ͕͘WĞƌƐƐŽŶ͕:͘KƐƚŵĂŶĂŶĚ,͘>ŝŶŬ;ϭϵϴϵͿ͘
ΗEĞƌǀĞĨŝďƌĞƐƚƵĚŝĞƐŝŶƐŬŝŶďŝŽƉƐŝĞƐŝŶƉĞƌŝƉŚĞƌĂůŶĞƵƌŽƉĂƚŚŝĞƐ͘/͘/ŵŵƵŶŽŚŝƐƚŽĐŚĞŵŝĐĂůĂŶĂůǇƐŝƐ
ŽĨŶĞƵƌŽƉĞƉƚŝĚĞƐŝŶĚŝĂďĞƚĞƐŵĞůůŝƚƵƐ͘Η:EĞƵƌŽů^Đŝϵϯ;ϮͲϯͿ͗ϮϴϵͲϮϵϲ͘
>ŝŶĚƐĂǇ͕ ^͕͘ ͘ KĂƚĞƐ ĂŶĚ <͘ ŽƵƌĚŝůůŽŶ ;ϮϬϭϳͿ͘ ΗdŚĞ ĚĞƚƌŝŵĞŶƚĂů ŝŵƉĂĐƚ ŽĨ ĞǆƚƌĂĐĞůůƵůĂƌ ďĂĐƚĞƌŝĂů
ƉƌŽƚĞĂƐĞƐŽŶǁŽƵŶĚŚĞĂůŝŶŐ͘Η/ŶƚtŽƵŶĚ:ϭϰ;ϲͿ͗ϭϮϯϳͲϭϮϰϳ͘
>ŝŶƐĐŚĞŝĚ͕ W͕͘ ͘ ^ĞďŽĞŬ͕͘ :͘ ^ĐŚĂĞƌ͕,͘ ƵůĞǁƐŬŝ͕h͘ <ĞůůĞƌ ĂŶĚ͘DƵůůĞƌ ;ϮϬϬϰͿ͘ ΗǆƉƌĞƐƐŝŽŶ ĂŶĚ
ƐĞĐƌĞƚŝŽŶŽĨƉƌŽĐĂůĐŝƚŽŶŝŶĂŶĚĐĂůĐŝƚŽŶŝŶŐĞŶĞͲƌĞůĂƚĞĚƉĞƉƚŝĚĞďǇĂĚŚĞƌĞŶƚŵŽŶŽĐǇƚĞƐĂŶĚďǇ
ŵĂĐƌŽƉŚĂŐĞͲĂĐƚŝǀĂƚĞĚĂĚŝƉŽĐǇƚĞƐ͘ΗƌŝƚĂƌĞDĞĚϯϮ;ϴͿ͗ϭϳϭϱͲϭϳϮϭ͘
>ŝƵ͕:͘z͕͘:͘,͘,Ƶ͕Y͘'͘ŚƵ͕&͘Y͘>ŝĂŶĚ,͘:͘^ƵŶ;ϮϬϬϲͿ͘Η^ƵďƐƚĂŶĐĞWƌĞĐĞƉƚŽƌĞǆƉƌĞƐƐŝŽŶŝŶŚƵŵĂŶ
ƐŬŝŶŬĞƌĂƚŝŶŽĐǇƚĞƐĂŶĚĨŝďƌŽďůĂƐƚƐ͘Ηƌ:ĞƌŵĂƚŽůϭϱϱ;ϰͿ͗ϲϱϳͲϲϲϮ͘
>ŝǀĂŬ͕ <͘ :͘ ĂŶĚ d͘͘ ^ĐŚŵŝƚƚŐĞŶ ;ϮϬϬϭͿ͘ ΗŶĂůǇƐŝƐ ŽĨ ƌĞůĂƚŝǀĞ ŐĞŶĞ ĞǆƉƌĞƐƐŝŽŶĚĂƚĂ ƵƐŝŶŐ ƌĞĂůͲƚŝŵĞ
ƋƵĂŶƚŝƚĂƚŝǀĞWZĂŶĚƚŚĞϮ;ͲĞůƚĂĞůƚĂ;dͿͿDĞƚŚŽĚ͘ΗDĞƚŚŽĚƐϮϱ;ϰͿ͗ϰϬϮͲϰϬϴ͘
>ŽďŵĂŶŶ͕Z͕͘͘ŵďƌŽƐĐŚ͕'͘^ĐŚƵůƚǌ͕<͘tĂůĚŵĂŶŶ͕^͘^ĐŚŝǁĞĐŬĂŶĚ,͘>ĞŚŶĞƌƚ;ϮϬϬϮͿ͘ΗǆƉƌĞƐƐŝŽŶ
ŽĨŵĂƚƌŝǆͲŵĞƚĂůůŽƉƌŽƚĞŝŶĂƐĞƐĂŶĚƚŚĞŝƌ ŝŶŚŝďŝƚŽƌƐ ŝŶ ƚŚĞǁŽƵŶĚƐŽĨĚŝĂďĞƚŝĐĂŶĚŶŽŶͲĚŝĂďĞƚŝĐ
ƉĂƚŝĞŶƚƐ͘ΗŝĂďĞƚŽůŽŐŝĂϰϱ;ϳͿ͗ϭϬϭϭͲϭϬϭϲ͘
ZĠĨĠƌĞŶĐĞƐďŝďůŝŽŐƌĂƉŚŝƋƵĞƐ 
ϭϳϬ
 
>ƂĨĨĞŬ͕^͕͘K͘^ĐŚŝůůŝŶŐĂŶĚ͘t͘&ƌĂŶǌŬĞ;ϮϬϭϭͿ͘Η^ĞƌŝĞƐΗŵĂƚƌŝǆŵĞƚĂůůŽƉƌŽƚĞŝŶĂƐĞƐŝŶůƵŶŐŚĞĂůƚŚĂŶĚ
ĚŝƐĞĂƐĞΗ͗ŝŽůŽŐŝĐĂůƌŽůĞŽĨŵĂƚƌŝǆŵĞƚĂůůŽƉƌŽƚĞŝŶĂƐĞƐ͗ĂĐƌŝƚŝĐĂůďĂůĂŶĐĞ͘ΗƵƌZĞƐƉŝƌ:ϯϴ;ϭͿ͗ϭϵϭͲ
ϮϬϴ͘
>Žƚƚ͕͘ :͕͘͘ŽƵĂŶĚD͘ :͘DƵĞůůĞƌ ;ϮϬϬϴͿ͘ ΗWƌĞƐƐƵƌĞŐƌĂĚŝĞŶƚĂŶĚƐƵďƐƵƌĨĂĐĞ ƐŚĞĂƌ ƐƚƌĞƐƐŽŶ ƚŚĞ
ŶĞƵƌŽƉĂƚŚŝĐĨŽƌĞĨŽŽƚ͘ΗůŝŶŝŽŵĞĐŚϮϯ;ϯͿ͗ϯϰϮͲϯϰϴ͘
>ƵůĞǀŝĐŚ͕s͕͘,͘z͘zĂŶŐ͕Z͘Z͘/ƐƐĞƌŽĨĨĂŶĚ'͘z͘>ŝƵ;ϮϬϭϬͿ͘Η^ŝŶŐůĞĐĞůůŵĞĐŚĂŶŝĐƐŽĨŬĞƌĂƚŝŶŽĐǇƚĞĐĞůůƐ͘Η
hůƚƌĂŵŝĐƌŽƐĐŽƉǇϭϭϬ;ϭϮͿ͗ϭϰϯϱͲϭϰϰϮ͘
>ƵŵƉŬŝŶ͕͘͘ĂŶĚD͘:͘ĂƚĞƌŝŶĂ;ϮϬϬϳͿ͘ΗDĞĐŚĂŶŝƐŵƐŽĨƐĞŶƐŽƌǇƚƌĂŶƐĚƵĐƚŝŽŶŝŶƚŚĞƐŬŝŶ͘ΗEĂƚƵƌĞ
ϰϰϱ;ϳϭϯϬͿ͗ϴϱϴͲϴϲϱ͘
>ƵŽ͕z͕͘,͘YƵ͕,͘tĂŶŐ͕,͘tĞŝ͕:͘tƵ͕z͘ƵĂŶ͕͘>ŝƵĂŶĚ,͘ĞŶŐ;ϮϬϭϲͿ͘ΗWůĂƐŵĂWĞƌŝŽƐƚŝŶ>ĞǀĞůƐƌĞ
/ŶĐƌĞĂƐĞĚŝŶŚŝŶĞƐĞ^ƵďũĞĐƚƐǁŝƚŚKďĞƐŝƚǇĂŶĚdǇƉĞϮŝĂďĞƚĞƐĂŶĚƌĞWŽƐŝƚŝǀĞůǇŽƌƌĞůĂƚĞĚ
ǁŝƚŚ'ůƵĐŽƐĞĂŶĚ>ŝƉŝĚWĂƌĂŵĞƚĞƌƐ͘ΗDĞĚŝĂƚŽƌƐ/ŶĨůĂŵŵϮϬϭϲ͗ϲϰϮϯϲϯϳ͘
>ǇŶŶ͕͘ĂŶĚ^͘͘ĂƌƉĞŶƚĞƌ;ϭϵϴϮͿ͘ΗWƌŝŵĂƌǇĂĨĨĞƌĞŶƚƵŶŝƚƐĨƌŽŵƚŚĞŚĂŝƌǇƐŬŝŶŽĨƚŚĞƌĂƚŚŝŶĚůŝŵď͘Η
ƌĂŝŶZĞƐϮϯϴ;ϭͿ͗ϮϵͲϰϯ͘
DĂĐĨĂƌůĂŶĞ͕Z͘D͘ĂŶĚt͘:͘:ĞĨĨĐŽĂƚĞ;ϭϵϵϳͿ͘Η&ĂĐƚŽƌƐĐŽŶƚƌŝďƵƚŝŶŐƚŽƚŚĞƉƌĞƐĞŶƚĂƚŝŽŶŽĨĚŝĂďĞƚŝĐĨŽŽƚ
ƵůĐĞƌƐ͘ΗŝĂďĞƚDĞĚϭϰ;ϭϬͿ͗ϴϲϳͲϴϳϬ͘
DĂĚŝƐŽŶ͕ <͘ ͘ ;ϮϬϬϯͿ͘ ΗĂƌƌŝĞƌ ĨƵŶĐƚŝŽŶ ŽĨ ƚŚĞ ƐŬŝŶ͗ ΗůĂ ƌĂŝƐŽŶ ĚΖġƚƌĞΗ ŽĨ ƚŚĞ ĞƉŝĚĞƌŵŝƐ͘Η : /ŶǀĞƐƚ
ĞƌŵĂƚŽůϭϮϭ;ϮͿ͗ϮϯϭͲϮϰϭ͘
DĂŝŶǌĞƌ͕͕͘E͘ZĞŵŽƵĞ͕:͘DŽůŝŶĂƌŝ͕W͘ZŽƵƐƐĞůůĞ͕͘ĂƌƌŝĐĐŚĞůůŽ͕:͘͘>ĂŐŽ͕W͘^ŽŵŵĞƌ͕͘^ŝŐĂƵĚŽͲ
ZŽƵƐƐĞůĂŶĚZ͘ĞďƌĞƚ ;ϮϬϭϴͿ͘Η/ŶǀŝƚƌŽĞƉŝĚĞƌŵŝƐŵŽĚĞůŵŝŵŝĐŬŝŶŐ /'&ͲϭͲƐƉĞĐŝĨŝĐĂŐĞͲƌĞůĂƚĞĚ
ĚĞĐůŝŶĞ͘ΗǆƉĞƌŵĂƚŽůϮϳ;ϱͿ͗ϱϯϳͲϱϰϯ͘
DĂŬĂƌŽǀĂ͕͘D͕͘^͘WĂƐƚĂ͕'͘tĂƚƐŽŶ͕͘^ŚĂĐŬůĞƚŽŶĂŶĚ͘,͘ƉƐƚĞŝŶ͕:ƌ͘;ϮϬϭϳͿ͘ΗƚƚĞŶƵĂƚŝŽŶŽĨhsZͲ
ŝŶĚƵĐĞĚ ǀŝƚĂŵŝŶ ϯ ƐǇŶƚŚĞƐŝƐ ŝŶ Ă ŵŽƵƐĞ ŵŽĚĞů ĚĞůĞƚĞĚ ĨŽƌ ŬĞƌĂƚŝŶŽĐǇƚĞ ůĂƚŚŽƐƚĞƌŽů ϱͲ
ĚĞƐĂƚƵƌĂƐĞ͘Η:^ƚĞƌŽŝĚŝŽĐŚĞŵDŽůŝŽůϭϳϭ͗ϭϴϳͲϭϵϰ͘
DĂŶŶŝ͕ >͕͘ &͘ &ůŽƌĞŶǌĂŶŽ ĂŶĚ >͘ ůŽĞ ;ϮϬϭϭͿ͘ ΗůĞĐƚƌŽĂĐƵƉƵŶĐƚƵƌĞ ĐŽƵŶƚĞƌĂĐƚƐ ƚŚĞ ĚĞǀĞůŽƉŵĞŶƚ ŽĨ
ƚŚĞƌŵĂůŚǇƉĞƌĂůŐĞƐŝĂĂŶĚƚŚĞĂůƚĞƌĂƚŝŽŶŽĨŶĞƌǀĞŐƌŽǁƚŚĨĂĐƚŽƌĂŶĚƐĞŶƐŽƌǇŶĞƵƌŽŵŽĚƵůĂƚŽƌƐ
ŝŶĚƵĐĞĚďǇƐƚƌĞƉƚŽǌŽƚŽĐŝŶŝŶĂĚƵůƚƌĂƚƐ͘ΗŝĂďĞƚŽůŽŐŝĂϱϰ;ϳͿ͗ϭϵϬϬͲϭϵϬϴ͘
DĂƉƉ͕W͘/͕͘͘&͘DĐtŝůůŝĂŵƐ͕D͘:͘dƵƌůĞǇ͕͘,ĂƌŐŝŶĂŶĚ͘͘tĂůƐŚ;ϮϬϭϮͿ͘ΗƌŽůĞĨŽƌƚŚĞƐĞŶƐŽƌǇ
ŶĞƵƌŽƉĞƉƚŝĚĞ ĐĂůĐŝƚŽŶŝŶ ŐĞŶĞͲƌĞůĂƚĞĚ ƉĞƉƚŝĚĞ ŝŶ ĞŶĚŽƚŚĞůŝĂů ĐĞůů ƉƌŽůŝĨĞƌĂƚŝŽŶ ŝŶ ǀŝǀŽ͘Η ƌ :
WŚĂƌŵĂĐŽůϭϲϲ;ϰͿ͗ϭϮϲϭͲϭϮϳϭ͘
DĂƌĐŽŶŝ͕͕͘D͘͘WĂŶǌĂ͕D͘ŽŶŶĞƚͲƵƋƵĞŶŶŽǇ͕<͘>ĂǌŽƵ͕Z͘<ƵƌĨƵƌƐƚ͕&͘dƌƵǌǌŝ͕Z͘>Žƚƚŝ͕'͘Ğ^ĂŶƚŝƐ͕
D͘ƵŵĂƐ͕&͘ŽŶƚĞĂŶĚ͘WŝŶĐĞůůŝ;ϮϬϬϲͿ͘ΗǆƉƌĞƐƐŝŽŶĂŶĚĨƵŶĐƚŝŽŶŽĨŶĞƵƌŽƚƌŽƉŚŝŶƐĂŶĚƚŚĞŝƌ
ƌĞĐĞƉƚŽƌƐŝŶŚƵŵĂŶŵĞůĂŶŽĐǇƚĞƐ͘Η/Ŷƚ:ŽƐŵĞƚ^ĐŝϮϴ;ϰͿ͗ϮϱϱͲϮϲϭ͘
DĂƌĐŽŶŝ͕͕͘D͘dĞƌƌĂĐŝŶĂ͕͘&ŝůĂ͕:͘&ƌĂŶĐŚŝ͕&͘ŽŶƚĞ͕'͘ZŽŵĂŐŶŽůŝ͕Z͘DĂƵƌĞůůŝ͕͘D͘&ĂŝůůĂ͕D͘ƵŵĂƐ
ĂŶĚ͘WŝŶĐĞůůŝ;ϮϬϬϯͿ͘ΗǆƉƌĞƐƐŝŽŶĂŶĚĨƵŶĐƚŝŽŶŽĨŶĞƵƌŽƚƌŽƉŚŝŶƐĂŶĚƚŚĞŝƌƌĞĐĞƉƚŽƌƐŝŶĐƵůƚƵƌĞĚ
ŚƵŵĂŶŬĞƌĂƚŝŶŽĐǇƚĞƐ͘Η:/ŶǀĞƐƚĞƌŵĂƚŽůϭϮϭ;ϲͿ͗ϭϱϭϱͲϭϱϮϭ͘
DĂƌƚŝŶ͕W͘ĂŶĚZ͘EƵŶĂŶ;ϮϬϭϱͿ͘ΗĞůůƵůĂƌĂŶĚŵŽůĞĐƵůĂƌŵĞĐŚĂŶŝƐŵƐŽĨƌĞƉĂŝƌ ŝŶĂĐƵƚĞĂŶĚĐŚƌŽŶŝĐ
ǁŽƵŶĚŚĞĂůŝŶŐ͘Ηƌ:ĞƌŵĂƚŽůϭϳϯ;ϮͿ͗ϯϳϬͲϯϳϴ͘
DĂƌƚŝŶŽƚ͕s͕͘s͘DŝƚĐŚĞůů͕W͘&ĞǀƌŝĞƌ͕͘ƵŚĂŵĞůĂŶĚW͘WĞůůĞƌŝŶ ;ϭϵϵϰͿ͘ΗŽŵƉĂƌĂƚŝǀĞƐƚƵĚǇŽĨƐƉůŝƚ
ƚŚŝĐŬŶĞƐƐƐŬŝŶŐƌĂĨƚƐƚĂŬĞŶĨƌŽŵƚŚĞƐĐĂůƉĂŶĚƚŚŝŐŚŝŶĐŚŝůĚƌĞŶ͘ΗƵƌŶƐϮϬ;ϮͿ͗ϭϰϲͲϭϱϬ͘
DĂƌƚŝŶƐ͕s͘>͕͘D͘ĂůĞǇĂŶĚ͘͘KΖdŽŽůĞ;ϮϬϭϯͿ͘ΗDĂƚƌŝǆŵĞƚĂůůŽƉƌŽƚĞŝŶĂƐĞƐĂŶĚĞƉŝĚĞƌŵĂůǁŽƵŶĚ
ƌĞƉĂŝƌ͘ΗĞůůdŝƐƐƵĞZĞƐϯϱϭ;ϮͿ͗ϮϱϱͲϮϲϴ͘
DĂƚĞũƵŬ͕͘;ϮϬϭϴͿ͘Η^ŬŝŶ/ŵŵƵŶŝƚǇ͘ΗƌĐŚ/ŵŵƵŶŽůdŚĞƌǆƉϲϲ;ϭͿ͗ϰϱͲϱϰ͘
DĂƚƐƵĚĂ͕,͕͘,͘<ŽǇĂŵĂ͕,͘^ĂƚŽ͕:͘^ĂǁĂĚĂ͕͘/ƚĂŬƵƌĂ͕͘dĂŶĂŬĂ͕D͘DĂƚƐƵŵŽƚŽ͕<͘<ŽŶŶŽ͕,͘hƐŚŝŽ
ĂŶĚ<͘DĂƚƐƵĚĂ;ϭϵϵϴͿ͘ΗZŽůĞŽĨŶĞƌǀĞŐƌŽǁƚŚĨĂĐƚŽƌŝŶĐƵƚĂŶĞŽƵƐǁŽƵŶĚŚĞĂůŝŶŐ͗ĂĐĐĞůĞƌĂƚŝŶŐ
ĞĨĨĞĐƚƐŝŶŶŽƌŵĂůĂŶĚŚĞĂůŝŶŐͲŝŵƉĂŝƌĞĚĚŝĂďĞƚŝĐŵŝĐĞ͘Η:ǆƉDĞĚϭϴϳ;ϯͿ͗ϮϵϳͲϯϬϲ͘
DĐ>ĂƚĐŚŝĞ͕>͘D͕͘E͘:͘&ƌĂƐĞƌ͕D͘:͘DĂŝŶ͕͘tŝƐĞ͕:͘ƌŽǁŶ͕E͘dŚŽŵƉƐŽŶ͕Z͘^ŽůĂƌŝ͕D͘'͘>ĞĞĂŶĚ^͘
D͘&ŽŽƌĚ;ϭϵϵϴͿ͘ΗZDWƐƌĞŐƵůĂƚĞƚŚĞƚƌĂŶƐƉŽƌƚĂŶĚůŝŐĂŶĚƐƉĞĐŝĨŝĐŝƚǇŽĨƚŚĞĐĂůĐŝƚŽŶŝŶͲƌĞĐĞƉƚŽƌͲ
ůŝŬĞƌĞĐĞƉƚŽƌ͘ΗEĂƚƵƌĞϯϵϯ;ϲϲϴϯͿ͗ϯϯϯͲϯϯϵ͘
DĞĂƌŽǁ͕<͘D͕͘z͘<ƌŝůĂŶĚ:͘ŝĂŵŽŶĚ;ϭϵϵϯͿ͘Η/ŶĐƌĞĂƐĞĚE'&ŵZEĞǆƉƌĞƐƐŝŽŶŝŶĚĞŶĞƌǀĂƚĞĚƌĂƚƐŬŝŶ͘Η
EĞƵƌŽƌĞƉŽƌƚϰ;ϰͿ͗ϯϱϭͲϯϱϰ͘
DĞŚƌĞů͕d͕͘͘,ŽŚů͕:͘͘ZŽƚŚŶĂŐĞů͕D͘͘>ŽŶŐůĞǇ͕͘ƵŶĚŵĂŶ͕͘ŚĞŶŐ͕h͘>ŝĐŚƚŝ͕D͘͘ŝƐŚĞƌ͕͘͘
^ƚĞǀĞŶ͕W͘D͘^ƚĞŝŶĞƌƚĂŶĚĞƚĂů͘ ;ϭϵϵϬͿ͘Η/ĚĞŶƚŝĨŝĐĂƚŝŽŶŽĨĂŵĂũŽƌŬĞƌĂƚŝŶŽĐǇƚĞĐĞůůĞŶǀĞůŽƉĞ
ƉƌŽƚĞŝŶ͕ůŽƌŝĐƌŝŶ͘ΗĞůůϲϭ;ϲͿ͗ϭϭϬϯͲϭϭϭϮ͘
ZĠĨĠƌĞŶĐĞƐďŝďůŝŽŐƌĂƉŚŝƋƵĞƐ 
ϭϳϭ
 
DĞŝŐĞů͕t͘E͕͘^͘'ĂǇĂŶĚ>͘tĞďĞƌ;ϭϵϳϳͿ͘ΗĞƌŵĂůĂƌĐŚŝƚĞĐƚƵƌĞĂŶĚĐŽůůĂŐĞŶƚǇƉĞĚŝƐƚƌŝďƵƚŝŽŶ͘ΗƌĐŚ
ĞƌŵĂƚŽůZĞƐϮϱϵ;ϭͿ͗ϭͲϭϬ͘
DĞůůŽƌ͕<͘D͕͘D͘͘ƌŝŵďůĞĂŶĚ>͘D͘ĞůďƌŝĚŐĞ;ϮϬϭϱͿ͘Η'ůƵĐŽƐĞĂƐĂŶĂŐĞŶƚŽĨƉŽƐƚͲƚƌĂŶƐůĂƚŝŽŶĂů
ŵŽĚŝĨŝĐĂƚŝŽŶŝŶĚŝĂďĞƚĞƐͲͲEĞǁĐĂƌĚŝĂĐĞƉŝŐĞŶĞƚŝĐŝŶƐŝŐŚƚƐ͘Η>ŝĨĞ^ĐŝϭϮϵ͗ϰϴͲϱϯ͘
DĞŶŽŶ͕'͘<͕͘^͘͘>ĞĞĂŶĚ^͘,͘>ĞĞ;ϮϬϭϴͿ͘ΗŶŽǀĞƌǀŝĞǁŽĨĞƉŝĚĞƌŵĂůůĂŵĞůůĂƌďŽĚŝĞƐ͗EŽǀĞůƌŽůĞƐŝŶ
ďŝŽůŽŐŝĐĂůĂĚĂƉƚĂƚŝŽŶƐĂŶĚƐĞĐŽŶĚĂƌǇďĂƌƌŝĞƌƐ͘Η:ĞƌŵĂƚŽů^ĐŝϵϮ;ϭͿ͗ϭϬͲϭϳ͘
DĞƐƚĂƐ͕:͘ĂŶĚ͘͘,ƵŐŚĞƐ;ϮϬϬϰͿ͘ΗKĨŵŝĐĞĂŶĚŶŽƚŵĞŶ͗ĚŝĨĨĞƌĞŶĐĞƐďĞƚǁĞĞŶŵŽƵƐĞĂŶĚŚƵŵĂŶ
ŝŵŵƵŶŽůŽŐǇ͘Η:/ŵŵƵŶŽůϭϳϮ;ϱͿ͗ϮϳϯϭͲϮϳϯϴ͘
DŝĐĞƌĂ͕͕͘͘>ĂŵďŝĂƐĞ͕͘^ƚĂŵƉĂĐŚŝĂĐĐŚŝĞƌĞ͕^͘ŽŶŝŶŝĂŶĚ&͘>ĞǀŝͲ^ĐŚĂĨĨĞƌ;ϮϬϬϳͿ͘ΗEĞƌǀĞŐƌŽǁƚŚ
ĨĂĐƚŽƌ ĂŶĚ ƚŝƐƐƵĞ ƌĞƉĂŝƌ ƌĞŵŽĚĞůŝŶŐ͗ ƚƌŬ;E'&ZͿ ĂŶĚ Ɖϳϱ;EdZͿ͕ ƚǁŽ ƌĞĐĞƉƚŽƌƐ ŽŶĞ ĨĂƚĞ͘Η
ǇƚŽŬŝŶĞ'ƌŽǁƚŚ&ĂĐƚŽƌZĞǀϭϴ;ϯͲϰͿ͗ϮϰϱͲϮϱϲ͘
DŝůĞŶŬŽǀŝĐ͕E͕͘͘tĞƚǌĞů͕Z͘DŽƐŚŽƵƌĂďĂŶĚ'͘Z͘>ĞǁŝŶ;ϮϬϬϴͿ͘Η^ƉĞĞĚĂŶĚƚĞŵƉĞƌĂƚƵƌĞĚĞƉĞŶĚĞŶĐĞƐ
ŽĨ ŵĞĐŚĂŶŽƚƌĂŶƐĚƵĐƚŝŽŶ ŝŶ ĂĨĨĞƌĞŶƚ ĨŝďĞƌƐ ƌĞĐŽƌĚĞĚ ĨƌŽŵ ƚŚĞ ŵŽƵƐĞ ƐĂƉŚĞŶŽƵƐ ŶĞƌǀĞ͘Η :
EĞƵƌŽƉŚǇƐŝŽůϭϬϬ;ϱͿ͗ϮϳϳϭͲϮϳϴϯ͘
DŝůůĞƌ͕'͘͘ĂŶĚ:͘^ĞĂůĞ;ϭϵϴϭͿ͘Η>ǇŵƉŚĂƚŝĐĐůĞĂƌĂŶĐĞĚƵƌŝŶŐĐŽŵƉƌĞƐƐŝǀĞůŽĂĚŝŶŐ͘Η>ǇŵƉŚŽůŽŐǇϭϰ;ϰͿ͗
ϭϲϭͲϭϲϲ͘
DŝƌǌĂ͕Z͘͕͘D͘D͘&ĂŶŐ͕t͘:͘ŶŶŝƐĂŶĚd͘:͘<ŽŚ;ϮϬϭϯͿ͘ΗůŽĐŬŝŶŐŝŶƚĞƌůĞƵŬŝŶͲϭďĞƚĂŝŶĚƵĐĞƐĂŚĞĂůŝŶŐͲ
ĂƐƐŽĐŝĂƚĞĚǁŽƵŶĚŵĂĐƌŽƉŚĂŐĞƉŚĞŶŽƚǇƉĞĂŶĚŝŵƉƌŽǀĞƐŚĞĂůŝŶŐŝŶƚǇƉĞϮĚŝĂďĞƚĞƐ͘ΗŝĂďĞƚĞƐ
ϲϮ;ϳͿ͗ϮϱϳϵͲϮϱϴϳ͘
DŝƐĞƌǇ͕>͘;ϭϵϵϳͿ͘Η^ŬŝŶ͕ŝŵŵƵŶŝƚǇĂŶĚƚŚĞŶĞƌǀŽƵƐƐǇƐƚĞŵ͘Ηƌ:ĞƌŵĂƚŽůϭϯϳ;ϲͿ͗ϴϰϯͲϴϱϬ͘
DŝƐĞƌǇ͕>͘;ϮϬϭϰͿ͘Η΀WƌƵƌŝƚƵƐ͗ĐŽŶƐŝĚĞƌĂďůĞƉƌŽŐƌĞƐƐŝŶƉĂƚŚŽƉŚǇƐŝŽůŽŐǇ΁͘ΗDĞĚ^Đŝ;WĂƌŝƐͿϯϬ;ϭϮͿ͗ϭϭϮϯͲ
ϭϭϮϴ͘
DŽĞŚƌŝŶŐ͕&͕͘͘D͘ŽǁŝĞ͕͘͘DĞŶǌĞů͕͘͘tĞǇĞƌ͕D͘'ƌǌǇďŽǁƐŬŝ͕d͘ƌǌƵĂ͕͘D͘'ĞƵƌƚƐ͕K͘WĂůǇŐŝŶ
ĂŶĚ ͘ >͘ ^ƚƵĐŬǇ ;ϮϬϭϴͿ͘ Η<ĞƌĂƚŝŶŽĐǇƚĞƐŵĞĚŝĂƚĞ ŝŶŶŽĐƵŽƵƐ ĂŶĚ ŶŽǆŝŽƵƐ ƚŽƵĐŚ ǀŝĂ dWͲWϮyϰ
ƐŝŐŶĂůŝŶŐ͘ΗůŝĨĞϳ͗Ğϯϭϲϴϰ͘
DŽůů͕ /͕͘ Z͘ WĂƵƐ ĂŶĚ Z͘ DŽůů ;ϭϵϵϲͿ͘ ΗDĞƌŬĞů ĐĞůůƐ ŝŶ ŵŽƵƐĞ ƐŬŝŶ͗ ŝŶƚĞƌŵĞĚŝĂƚĞ ĨŝůĂŵĞŶƚ ƉĂƚƚĞƌŶ͕
ůŽĐĂůŝǌĂƚŝŽŶ͕ĂŶĚŚĂŝƌĐǇĐůĞͲĚĞƉĞŶĚĞŶƚĚĞŶƐŝƚǇ͘Η:/ŶǀĞƐƚĞƌŵĂƚŽůϭϬϲ;ϮͿ͗ϮϴϭͲϮϴϲ͘
DŽůů͕Z͕͘D͘ŝǀŽĂŶĚ>͘>ĂŶŐďĞŝŶ;ϮϬϬϴͿ͘ΗdŚĞŚƵŵĂŶŬĞƌĂƚŝŶƐ͗ďŝŽůŽŐǇĂŶĚƉĂƚŚŽůŽŐǇ͘Η,ŝƐƚŽĐŚĞŵĞůů
ŝŽůϭϮϵ;ϲͿ͗ϳϬϱͲϳϯϯ͘
DŽŶƚĞŝƌŽͲ^ŽĂƌĞƐ͕D͕͘͘ZƵƐƐĞůů͕͘:͘ŽǇŬŽ͕t͘:ĞĨĨĐŽĂƚĞ͕:͘>͘DŝůůƐ͕^͘DŽƌďĂĐŚĂŶĚ&͘'ĂŵĞ;ϮϬϭϵͿ͘
/t'&'ƵŝĚĞůŝŶĞŽŶƚŚĞĐůĂƐƐŝĨŝĐĂƚŝŽŶŽĨĚŝĂďĞƚŝĐĨŽŽƚƵůĐĞƌƐ͘
DŽƌƌĂŶ͕D͘W͕͘͘sŽŶďĞƌŐ͕͘<ŚĂĚƌĂĂŶĚD͘WŝĞƚƌŽƉĂŽůŽ;ϮϬϭϱͿ͘Η/ŵŵƵŶŽŐĞŶĞƚŝĐƐŽĨƚǇƉĞϭĚŝĂďĞƚĞƐ
ŵĞůůŝƚƵƐ͘ΗDŽůƐƉĞĐƚƐDĞĚϰϮ͗ϰϮͲϲϬ͘
DŽƐƐĞƌ͕͘D͘;ϮϬϬϯͿ͘ΗdŚĞŵĂŶǇĨĂĐĞƐŽĨŵĂĐƌŽƉŚĂŐĞĂĐƚŝǀĂƚŝŽŶ͘Η:>ĞƵŬŽĐŝŽůϳϯ;ϮͿ͗ϮϬϵͲϮϭϮ͘
DƵůĚĞƌƌǇ͕W͘<͕͘D͘͘'ŚĂƚĞŝ͕Z͘͘^ƉŽŬĞƐ͕W͘D͘:ŽŶĞƐ͕͘D͘WŝĞƌƐŽŶ͕Y͘͘,ĂŵŝĚ͕^͘<ĂŶƐĞ͕^͘'͘
ŵĂƌĂ͕:͘D͘ƵƌƌŝŶ͕^͘>ĞŐŽŶĂŶĚĞƚĂů͘;ϭϵϴϴͿ͘ΗŝĨĨĞƌĞŶƚŝĂůĞǆƉƌĞƐƐŝŽŶŽĨĂůƉŚĂͲ'ZWĂŶĚďĞƚĂͲ
'ZWďǇƉƌŝŵĂƌǇ ƐĞŶƐŽƌǇŶĞƵƌŽŶƐĂŶĚĞŶƚĞƌŝĐ ĂƵƚŽŶŽŵŝĐŶĞƵƌŽŶƐŽĨ ƚŚĞ ƌĂƚ͘ΗEĞƵƌŽƐĐŝĞŶĐĞ
Ϯϱ;ϭͿ͗ϭϵϱͲϮϬϱ͘
DƵŶŐĞƌ͕͘>͘ĂŶĚ͘ /ĚĞ;ϭϵϴϴͿ͘ΗdŚĞƐƚƌƵĐƚƵƌĞĂŶĚĨƵŶĐƚŝŽŶŽĨĐƵƚĂŶĞŽƵƐƐĞŶƐŽƌǇƌĞĐĞƉƚŽƌƐ͘ΗƌĐŚ
,ŝƐƚŽůǇƚŽůϱϭ;ϭͿ͗ϭͲϯϰ͘
DƵƌĂŬĂŵŝ͕D͘ĂŶĚD͘^ŝŵŽŶƐ;ϮϬϬϴͿ͘Η&ŝďƌŽďůĂƐƚŐƌŽǁƚŚĨĂĐƚŽƌƌĞŐƵůĂƚŝŽŶŽĨŶĞŽǀĂƐĐƵůĂƌŝǌĂƚŝŽŶ͘ΗƵƌƌ
KƉŝŶ,ĞŵĂƚŽůϭϱ;ϯͿ͗ϮϭϱͲϮϮϬ͘
EĞƚĞĂ͕D͘'͕͘E͘,ĂŶĐƵ͕t͘>͘ůŽŬ͕W͘'ƌŝŐŽƌĞƐĐƵͲ^ŝĚŽ͕>͘WŽƉĂ͕s͘WŽƉĂĂŶĚ:͘t͘ǀĂŶĚĞƌDĞĞƌ;ϭϵϵϳͿ͘
Η/ŶƚĞƌůĞƵŬŝŶϭďĞƚĂ͕ƚƵŵŽƵƌŶĞĐƌŽƐŝƐĨĂĐƚŽƌͲĂůƉŚĂĂŶĚŝŶƚĞƌůĞƵŬŝŶϭƌĞĐĞƉƚŽƌĂŶƚĂŐŽŶŝƐƚŝŶŶĞǁůǇ
ĚŝĂŐŶŽƐĞĚ ŝŶƐƵůŝŶͲĚĞƉĞŶĚĞŶƚ ĚŝĂďĞƚĞƐ ŵĞůůŝƚƵƐ͗ ĐŽŵƉĂƌŝƐŽŶ ƚŽ ůŽŶŐͲƐƚĂŶĚŝŶŐ ĚŝĂďĞƚĞƐ ĂŶĚ
ŚĞĂůƚŚǇŝŶĚŝǀŝĚƵĂůƐ͘ΗǇƚŽŬŝŶĞϵ;ϰͿ͗ϮϴϰͲϮϴϳ͘
EŝŬŝƚĞŶŬŽ͕>͘>͕͘E͘ůƵĐŚĞƌ͕^͘͘&Žǆ͕Z͘ŝĐŬŶĞůů͕͘D͘^ŵŝƚŚĂŶĚD͘͘ZĞĞƐ;ϮϬϬϲͿ͘ΗĚƌĞŶŽŵĞĚƵůůŝŶ
ĂŶĚ'ZW ŝŶƚĞƌĂĐƚǁŝƚŚĞŶĚŽŐĞŶŽƵƐĐĂůĐŝƚŽŶŝŶͲƌĞĐĞƉƚŽƌͲůŝŬĞ ƌĞĐĞƉƚŽƌ ŝŶĞŶĚŽƚŚĞůŝĂů ĐĞůůƐĂŶĚ
ŝŶĚƵĐĞŝƚƐĚĞƐĞŶƐŝƚŝƐĂƚŝŽŶďǇĚŝĨĨĞƌĞŶƚŵĞĐŚĂŶŝƐŵƐ͘Η:Ğůů^Đŝϭϭϵ;WƚϱͿ͗ϵϭϬͲϵϮϮ͘
EŝŬŽůĞŝƐŚǀŝůŝ͕>͘Z͕͘Z͘͘<ƵƌĂƐŚǀŝůŝ͕͘<͘sŝƌƐĂůĂĚǌĞ͕E͘'͘<ŚĂĐŚĂƉƵƌŝĚǌĞĂŶĚ>͘Z͘<ƵƌĂƐŚǀŝůŝ ;ϮϬϬϲͿ͘
Η΀ŚĂƌĂĐƚĞƌŝƐƚŝĐĐŚĂŶŐĞƐŽĨƐŬŝŶĂŶĚŝƚƐĂĐĐĞƐƐŽƌŝĞƐŝŶƚǇƉĞϮĚŝĂďĞƚĞƐŵĞůůŝƚƵƐ΁͘Η'ĞŽƌŐŝĂŶDĞĚ
EĞǁƐ;ϭϯϭͿ͗ϰϯͲϰϲ͘
EŝƐŚŝŐƵĐŚŝ͕D͘͕͘͘͘^ƉĞŶĐĞƌ͕͘,͘>ĞƵŶŐĂŶĚd͘,͘>ĞƵŶŐ;ϮϬϭϴͿ͘ΗŐŝŶŐ^ƵƉƉƌĞƐƐĞƐ^ŬŝŶͲĞƌŝǀĞĚ
ŝƌĐƵůĂƚŝŶŐ^&ϭƚŽWƌŽŵŽƚĞ&ƵůůͲdŚŝĐŬŶĞƐƐdŝƐƐƵĞZĞŐĞŶĞƌĂƚŝŽŶ͘ΗĞůůZĞƉϮϰ;ϭϯͿ͗ϯϯϴϯͲϯϯϵϮ͘
ZĠĨĠƌĞŶĐĞƐďŝďůŝŽŐƌĂƉŚŝƋƵĞƐ 
ϭϳϮ
 
EŝƐŚŝǇĂŵĂ͕d͕͘/͘<ŝŝ͕d͘'͘<ĂƐŚŝŵĂ͕z͘<ŝŬƵĐŚŝ͕͘KŚĂǌĂŵĂ͕D͘^ŚŝŵĂǌĂŬŝ͕D͘&ƵŬĂǇĂŵĂĂŶĚ͘<ƵĚŽ
;ϮϬϭϭͿ͘ ΗĞůĂǇĞĚ ƌĞͲĞƉŝƚŚĞůŝĂůŝǌĂƚŝŽŶ ŝŶ ƉĞƌŝŽƐƚŝŶͲĚĞĨŝĐŝĞŶƚ ŵŝĐĞ ĚƵƌŝŶŐ ĐƵƚĂŶĞŽƵƐ ǁŽƵŶĚ
ŚĞĂůŝŶŐ͘ΗW>Ž^KŶĞϲ;ϰͿ͗ĞϭϴϰϭϬ͘
EŝƚŚǇĂ͕D͕͘>͘^ƵŐƵŶĂĂŶĚ͘ZŽƐĞ;ϮϬϬϯͿ͘ΗdŚĞĞĨĨĞĐƚŽĨŶĞƌǀĞŐƌŽǁƚŚĨĂĐƚŽƌŽŶƚŚĞĞĂƌůǇƌĞƐƉŽŶƐĞƐ
ĚƵƌŝŶŐƚŚĞƉƌŽĐĞƐƐŽĨǁŽƵŶĚŚĞĂůŝŶŐ͘ΗŝŽĐŚŝŵŝŽƉŚǇƐĐƚĂϭϲϮϬ;ϭͲϯͿ͗ϮϱͲϯϭ͘
EŽƌŝ͕^͘>͕͘D͘>͘ZŽĐĐŽ͕&͘&ůŽƌĞŶǌĂŶŽ͕D͘d͘ŝŽƚƚŝ͕>͘ůŽĞĂŶĚ>͘DĂŶŶŝ;ϮϬϭϯͿ͘Η/ŶĐƌĞĂƐĞĚŶĞƌǀĞŐƌŽǁƚŚ
ĨĂĐƚŽƌƐŝŐŶĂůŝŶŐŝŶƐĞŶƐŽƌǇŶĞƵƌŽŶƐŽĨĞĂƌůǇĚŝĂďĞƚŝĐƌĂƚƐŝƐĐŽƌƌĞĐƚĞĚďǇĞůĞĐƚƌŽĂĐƵƉƵŶĐƚƵƌĞ͘Η
ǀŝĚĂƐĞĚŽŵƉůĞŵĞŶƚůƚĞƌŶĂƚDĞĚϮϬϭϯ͗ϲϱϮϳϯϱ͘
EŽƌƌŝƐ͕Z͘͕͘͘ĂŵŽŶ͕s͘DŝƌŽŶŽǀ͕s͘<ĂƐǇĂŶŽǀ͕͘ZĂŵĂŵƵƌƚŚŝ͕Z͘DŽƌĞŶŽͲZŽĚƌŝŐƵĞǌ͕d͘dƌƵƐŬ͕:͘͘
WŽƚƚƐ͕Z͘>͘'ŽŽĚǁŝŶ͕ :͘ĂǀŝƐ͕ ^͘,ŽĨĨŵĂŶ͕y͘tĞŶ͕z͘ ^ƵŐŝ͕͘͘<ĞƌŶ͕͘,͘DũĂĂƚǀĞĚƚ͕͘<͘
dƵƌŶĞƌ͕d͘KŬĂ͕^͘:͘ŽŶǁĂǇ͕:͘͘DŽůŬĞŶƚŝŶ͕'͘&ŽƌŐĂĐƐĂŶĚZ͘Z͘DĂƌŬǁĂůĚ;ϮϬϬϳͿ͘ΗWĞƌŝŽƐƚŝŶ
ƌĞŐƵůĂƚĞƐĐŽůůĂŐĞŶĨŝďƌŝůůŽŐĞŶĞƐŝƐĂŶĚƚŚĞďŝŽŵĞĐŚĂŶŝĐĂůƉƌŽƉĞƌƚŝĞƐŽĨĐŽŶŶĞĐƚŝǀĞƚŝƐƐƵĞƐ͘Η:Ğůů
ŝŽĐŚĞŵϭϬϭ;ϯͿ͗ϲϵϱͲϳϭϭ͘
EƵǇƚƚĞŶƐ͕͘W͕͘d͘dŚŝũƐ͕,͘ĞĐŬŵǇŶĂŶĚ<͘ƌŽŽƐ;ϮϬϭϭͿ͘ΗWůĂƚĞůĞƚĂĚŚĞƐŝŽŶƚŽĐŽůůĂŐĞŶ͘ΗdŚƌŽŵďZĞƐ
ϭϮϳ;^ƵƉƉůϮͿ͗^ϮϲͲϮϵ͘
KΖƌŝĞŶ͕<͕͘͘ŚĂƚŝĂ͕&͘dƐĞŶ͕D͘ŚĞŶ͕͘<͘tŽŶŐ͕͘d͘tŽŽĚůĞǇĂŶĚt͘>ŝ;ϮϬϭϰͿ͘Η/ĚĞŶƚŝĨŝĐĂƚŝŽŶŽĨ
ƚŚĞĐƌŝƚŝĐĂůƚŚĞƌĂƉĞƵƚŝĐĞŶƚŝƚǇŝŶƐĞĐƌĞƚĞĚ,ƐƉϵϬĂůƉŚĂƚŚĂƚƉƌŽŵŽƚĞƐǁŽƵŶĚŚĞĂůŝŶŐŝŶŶĞǁůǇƌĞͲ
ƐƚĂŶĚĂƌĚŝǌĞĚŚĞĂůƚŚǇĂŶĚĚŝĂďĞƚŝĐƉŝŐŵŽĚĞůƐ͘ΗW>Ž^KEϵ;ϭϮͿ͘
KŬĂĚĂ͕z͕͘W͘^͘ZĞŝŶĂĐŚ͕<͘^ŚŝƌĂŝ͕͘<ŝƚĂŶŽ͕t͘t͘<ĂŽ͕<͘͘&ůĂŶĚĞƌƐ͕D͘DŝǇĂũŝŵĂ͕,͘>ŝƵ͕:͘ŚĂŶŐ
ĂŶĚ^͘^ĂŝŬĂ;ϮϬϭϭͿ͘ΗdZWsϭŝŶǀŽůǀĞŵĞŶƚŝŶŝŶĨůĂŵŵĂƚŽƌǇƚŝƐƐƵĞĨŝďƌŽƐŝƐŝŶŵŝĐĞ͘Ηŵ:WĂƚŚŽů
ϭϳϴ;ϲͿ͗ϮϲϱϰͲϮϲϲϰ͘
KŬĂŵŽƚŽ͕ ͕͘ D͘ >ŽǀĞƚƚ͕ ͘ '͘ WĂǇĂŶ ĂŶĚ E͘ t͘ ƵŶŶĞƚƚ ;ϭϵϵϰͿ͘ Η/ŶƚĞƌĂĐƚŝŽŶƐ ďĞƚǁĞĞŶ ŶĞƵƚƌĂů
ĞŶĚŽƉĞƉƚŝĚĂƐĞ ; ϯ͘ϰ͘Ϯϰ͘ϭϭͿ ĂŶĚ ƚŚĞ ƐƵďƐƚĂŶĐĞ W ;E<ϭͿ ƌĞĐĞƉƚŽƌ ĞǆƉƌĞƐƐĞĚ ŝŶŵĂŵŵĂůŝĂŶ
ĐĞůůƐ͘ΗŝŽĐŚĞŵ:Ϯϵϵ;WƚϯͿ͗ϲϴϯͲϲϵϯ͘
KŬĂŶŽ͕ :͕͘ ,͘ <ŽũŝŵĂ͕D͘ <ĂƚĂŐŝ͕ d͘ EĂŬĂŐĂǁĂ͕ z͘ EĂŬĂĞ͕ d͘ dĞƌĂƐŚŝŵĂ͕ d͘ <ƵƌĂŬĂŶĞ͕D͘ <ƵďŽƚĂ͕ ,͘
DĂĞŐĂǁĂ ĂŶĚ :͘ hĚĂŐĂǁĂ ;ϮϬϭϲͿ͘ Η,ǇƉĞƌŐůǇĐĞŵŝĂ /ŶĚƵĐĞƐ ^ŬŝŶ ĂƌƌŝĞƌ ǇƐĨƵŶĐƚŝŽŶƐ ǁŝƚŚ
/ŵƉĂŝƌŵĞŶƚŽĨƉŝĚĞƌŵĂů /ŶƚĞŐƌŝƚǇ ŝŶEŽŶͲtŽƵŶĚĞĚ^ŬŝŶŽĨdǇƉĞϭŝĂďĞƚŝĐDŝĐĞ͘ΗW>Ž^KE
ϭϭ;ϭϭͿ͘
KŬŽŶŬǁŽ͕h͘͘ĂŶĚ>͘͘ŝWŝĞƚƌŽ;ϮϬϭϳͿ͘ΗŝĂďĞƚĞƐĂŶĚtŽƵŶĚŶŐŝŽŐĞŶĞƐŝƐ͘Η/Ŷƚ:DŽů^Đŝϭϴ;ϳͿ͘
KůĞƌƵĚ͕:͘͕͘'͘&͘KĚůĂŶĚ͕͘D͘ƵƌŐĞƐƐ͕͘Z͘tǇƐƐ͕>͘͘&ŝƐŚĞƌĂŶĚ&͘͘DĂƚƐĞŶ͕ϯƌĚ;ϭϵϵϱͿ͘ΗŵŽĚĞů
ĨŽƌƚŚĞƐƚƵĚǇŽĨǁŽƵŶĚƐŝŶŶŽƌŵĂůĞůĚĞƌůǇĂĚƵůƚƐĂŶĚƉĂƚŝĞŶƚƐǁŝƚŚƉĞƌŝƉŚĞƌĂůǀĂƐĐƵůĂƌĚŝƐĞĂƐĞ
ŽƌĚŝĂďĞƚĞƐŵĞůůŝƚƵƐ͘Η:^ƵƌŐZĞƐϱϵ;ϯͿ͗ϯϰϵͲϯϲϬ͘
KůĞƌƵĚ͕:͘͕͘D͘>͘hƐƵŝ͕͘^ĞĐŬŝŶ͕͘^͘ŚŝƵ͕͘>͘,ĂǇĐŽǆ͕/͘^͘^ŽŶŐ͕:͘͘ŶƐĞůĂŶĚE͘t͘ƵŶŶĞƚƚ
;ϭϵϵϵͿ͘ΗEĞƵƚƌĂůĞŶĚŽƉĞƉƚŝĚĂƐĞĞǆƉƌĞƐƐŝŽŶĂŶĚĚŝƐƚƌŝďƵƚŝŽŶŝŶŚƵŵĂŶƐŬŝŶĂŶĚǁŽƵŶĚƐ͘Η:/ŶǀĞƐƚ
ĞƌŵĂƚŽůϭϭϮ;ϲͿ͗ϴϳϯͲϴϴϭ͘
KŵĂƌǇ͕D͘͕͘W͘͘ŽƵůŽŵďĞĂŶĚt͘,͘DĐ>ĞĂŶ;ϮϬϬϰͿ͘Η/ŶƚĞƌŵĞĚŝĂƚĞĨŝůĂŵĞŶƚƉƌŽƚĞŝŶƐĂŶĚƚŚĞŝƌ
ĂƐƐŽĐŝĂƚĞĚĚŝƐĞĂƐĞƐ͘ΗEŶŐů:DĞĚϯϱϭ;ϮϬͿ͗ϮϬϴϳͲϮϭϬϬ͘
KŶƚƐƵŬĂ͕<͕͘z͘<ŽƚŽďƵŬŝ͕,͘^ŚŝƌĂŝƐŚŝ͕^͘^ĞƌĂĚĂ͕^͘KŚƚĂ͕͘dĂŶĞŵƵƌĂ͕>͘zĂŶŐ͕D͘&ƵũŝŵŽƚŽ͕<͘ƌŝŵĂ͕
^͘^ƵǌƵŬŝ͕,͘DƵƌŽƚĂ͕^͘dŽĚĂ͕͘<ƵĚŽ͕^͘:͘ŽŶǁĂǇ͕z͘EĂƌŝƐĂǁĂ͕/͘<ĂƚĂǇĂŵĂ͕<͘/ǌƵŚĂƌĂĂŶĚd͘
EĂŬĂ ;ϮϬϭϮͿ͘ ΗWĞƌŝŽƐƚŝŶ͕ Ă ŵĂƚƌŝĐĞůůƵůĂƌ ƉƌŽƚĞŝŶ͕ ĂĐĐĞůĞƌĂƚĞƐ ĐƵƚĂŶĞŽƵƐ ǁŽƵŶĚ ƌĞƉĂŝƌ ďǇ
ĂĐƚŝǀĂƚŝŶŐĚĞƌŵĂůĨŝďƌŽďůĂƐƚƐ͘ΗǆƉĞƌŵĂƚŽůϮϭ;ϱͿ͗ϯϯϭͲϯϯϲ͘
KŽŵĞŶƐ͕͘t͕͘͘>͘ĂĚĞƌ͕^͘>ŽĞƌĂŬŬĞƌĂŶĚ&͘ĂĂŝũĞŶƐ;ϮϬϭϱͿ͘ΗWƌĞƐƐƵƌĞŝŶĚƵĐĞĚĚĞĞƉƚŝƐƐƵĞŝŶũƵƌǇ
ĞǆƉůĂŝŶĞĚ͘ΗŶŶŝŽŵĞĚŶŐϰϯ;ϮͿ͗ϮϵϳͲϯϬϱ͘
WĂĚŝůůĂ͕͘͕͘'͘^͘ŽƚƚƌĞůů͕͘ZŽŽƐƚĞƌŵĂŶ͕^͘WŝŬŝŽƐ͕>͘DƵůůĞƌ͕D͘^ƚĞŝŶŚŽĨĨĂŶĚE͘t͘ƵŶŶĞƚƚ;ϮϬϬϳͿ͘
ΗŶĚŽƚŚĞůŝŶͲĐŽŶǀĞƌƚŝŶŐ ĞŶǌǇŵĞͲϭ ƌĞŐƵůĂƚĞƐ ĞŶĚŽƐŽŵĂů ƐŽƌƚŝŶŐ ŽĨ ĐĂůĐŝƚŽŶŝŶ ƌĞĐĞƉƚŽƌͲůŝŬĞ
ƌĞĐĞƉƚŽƌĂŶĚďĞƚĂͲĂƌƌĞƐƚŝŶƐ͘Η:ĞůůŝŽůϭϳϵ;ϱͿ͗ϵϴϭͲϵϵϳ͘
WĂůĂǌǌŽ͕ ͕͘ ͘DĂƌĐŽŶŝ͕ &͘ dƌƵǌǌŝ͕ <͘ĂůůĂŐůŝŽ͕ d͘ WĞƚƌĂĐŚŝ͕ W͘,ƵŵďĞƌƚ͕ ^͘ ^ĐŚŶĞďĞƌƚ͕ ͘ WĞƌƌŝĞƌ͕D͘
ƵŵĂƐ ĂŶĚ ͘ WŝŶĐĞůůŝ ;ϮϬϭϮͿ͘ ΗZŽůĞ ŽĨ ŶĞƵƌŽƚƌŽƉŚŝŶƐ ŽŶ ĚĞƌŵĂů ĨŝďƌŽďůĂƐƚ ƐƵƌǀŝǀĂů ĂŶĚ
ĚŝĨĨĞƌĞŶƚŝĂƚŝŽŶ͘Η:ĞůůWŚǇƐŝŽůϮϮϳ;ϯͿ͗ϭϬϭϳͲϭϬϮϱ͘
WĂŶŐ͕͕͘d͘^ĂŬĂŵŽƚŽ͕s͘dŝǁĂƌŝ͕z͘^͘<ŝŵ͕&͘zĂŶŐ͕y͘ŽŶŐ͕͘͘'ƵůĞƌ͕z͘'ƵĂŶĂŶĚD͘:͘ĂƚĞƌŝŶĂ
;ϮϬϭϱͿ͘ Η^ĞůĞĐƚŝǀĞ ŬĞƌĂƚŝŶŽĐǇƚĞ ƐƚŝŵƵůĂƚŝŽŶ ŝƐ ƐƵĨĨŝĐŝĞŶƚ ƚŽ ĞǀŽŬĞ ŶŽĐŝĐĞƉƚŝŽŶ ŝŶ ŵŝĐĞ͘Η WĂŝŶ
ϭϱϲ;ϰͿ͗ϲϱϲͲϲϲϱ͘
WĂƉŝƌ͕z͘^͕͘<͘,͘,ƐƵĂŶĚZ͘,͘tŝůĚŶĂƵĞƌ;ϭϵϳϱͿ͘ΗdŚĞŵĞĐŚĂŶŝĐĂůƉƌŽƉĞƌƚŝĞƐŽĨƐƚƌĂƚƵŵĐŽƌŶĞƵŵ͘/͘
dŚĞĞĨĨĞĐƚŽĨǁĂƚĞƌĂŶĚĂŵďŝĞŶƚƚĞŵƉĞƌĂƚƵƌĞŽŶƚŚĞƚĞŶƐŝůĞƉƌŽƉĞƌƚŝĞƐŽĨŶĞǁďŽƌŶƌĂƚƐƚƌĂƚƵŵ
ĐŽƌŶĞƵŵ͘ΗŝŽĐŚŝŵŝŽƉŚǇƐĐƚĂϯϵϵ;ϭͿ͗ϭϳϬͲϭϴϬ͘
ZĠĨĠƌĞŶĐĞƐďŝďůŝŽŐƌĂƉŚŝƋƵĞƐ 
ϭϳϯ
 
WĂƌĂŵŝŽ͕ :͘ D͕͘ D͘ >͘ ĂƐĂŶŽǀĂ͕ ͘ ^ĞŐƌĞůůĞƐ͕ ^͘ DŝƚƚŶĂĐŚƚ͕ ͘ ͘ >ĂŶĞ ĂŶĚ :͘ >͘ :ŽƌĐĂŶŽ ;ϭϵϵϵͿ͘
ΗDŽĚƵůĂƚŝŽŶŽĨĐĞůůƉƌŽůŝĨĞƌĂƚŝŽŶďǇĐǇƚŽŬĞƌĂƚŝŶƐ<ϭϬĂŶĚ<ϭϲ͘ΗDŽůĞůůŝŽůϭϵ;ϰͿ͗ϯϬϴϲͲϯϬϵϰ͘
WĂƌĞŶƚŝ͕ ͕͘ ^͘ ŵĞƌŝŶŝ͕ &͘ >ĞĚĚĂ͕ ͘ ͘ DĂŐŐŝ ĂŶĚD͘ ŝĐŚĞ ;ϭϵϵϲͿ͘ ΗdŚĞ ƚĂĐŚǇŬŝŶŝŶ E<ϭ ƌĞĐĞƉƚŽƌ
ŵĞĚŝĂƚĞƐƚŚĞŵŝŐƌĂƚŝŽŶͲƉƌŽŵŽƚŝŶŐĞĨĨĞĐƚŽĨƐƵďƐƚĂŶĐĞWŽŶŚƵŵĂŶƐŬŝŶĨŝďƌŽďůĂƐƚƐŝŶĐƵůƚƵƌĞ͘Η
EĂƵŶǇŶ^ĐŚŵŝĞĚĞďĞƌŐƐƌĐŚWŚĂƌŵĂĐŽůϯϱϯ;ϱͿ͗ϰϳϱͲϰϴϭ͘
WĂƌŬ͕^͕͘͘'͘'ŽŶǌĂůĞǌ͕͘'ƵŝƌĂŽ͕:͘͘ŽƵĐŚĞƌ͕<͘ŽĐŬďƵƌŶ͕͘͘DĂƌƐŚ͕<͘Z͘DĞƐĂ͕^͘ƌŽǁŶ͕W͘
ZŽŵƉŽůĂƐ͕ ͘D͘ ,ĂďĞƌŵĂŶ͕ z͘ ĞůůĂŝĐŚĞ ĂŶĚ s͘ 'ƌĞĐŽ ;ϮϬϭϳͿ͘ ΗdŝƐƐƵĞͲƐĐĂůĞ ĐŽŽƌĚŝŶĂƚŝŽŶ ŽĨ
ĐĞůůƵůĂƌďĞŚĂǀŝŽƵƌƉƌŽŵŽƚĞƐĞƉŝĚĞƌŵĂůǁŽƵŶĚƌĞƉĂŝƌŝŶůŝǀĞŵŝĐĞ͘ΗEĂƚĞůůŝŽůϭϵ;ϮͿ͗ϭϱϱͲϭϲϯ͘
WĂƐƉĂƌĂŬŝƐ͕ D͕͘ /͘ ,ĂĂƐĞ ĂŶĚ &͘ K͘ EĞƐƚůĞ ;ϮϬϭϰͿ͘ ΗDĞĐŚĂŶŝƐŵƐ ƌĞŐƵůĂƚŝŶŐ ƐŬŝŶ ŝŵŵƵŶŝƚǇ ĂŶĚ
ŝŶĨůĂŵŵĂƚŝŽŶ͘ΗEĂƚZĞǀ/ŵŵƵŶŽůϭϰ;ϱͿ͗ϮϴϵͲϯϬϭ͘
WĂƚƚŽŶ͕<͘d͕͘'͘͘dŚŝďŽĚĞĂƵĂŶĚ͘,ƵƚƚŽŶ;ϮϬϭϴͿ͘ŶĂƚŽŵǇĂŶĚWŚǇƐŝŽůŽŐǇ͕ŶŝŶƚŚĞĚŝƚŝŽŶ͕ĐŚĂƉƚĞƌ
ϭϬͲ^ŬŝŶ͘
WĞŝƌĐĞ͕^ ͘D͕͘d͘͘^ ŬĂůĂŬĂŶĚ'͘d͘ZŽĚĞŚĞĂǀĞƌ;ϮϬϬϬͿ͘Η/ƐĐŚĞŵŝĂͲƌĞƉĞƌĨƵƐŝŽŶŝŶũƵƌǇŝŶĐŚƌŽŶŝĐƉƌĞƐƐƵƌĞ
ƵůĐĞƌĨŽƌŵĂƚŝŽŶ͗ĂƐŬŝŶŵŽĚĞůŝŶƚŚĞƌĂƚ͘ΗtŽƵŶĚZĞƉĂŝƌZĞŐĞŶϴ;ϭͿ͗ϲϴͲϳϲ͘
WĞůĞƐŚŽŬ͕ :͘ ͘ ĂŶĚ ͘ ZŝďĞŝƌŽͲĚĂͲ^ŝůǀĂ ;ϮϬϭϮͿ͘ ΗEĞƵƌŽƚƌŽƉŚŝĐ ĨĂĐƚŽƌ ĐŚĂŶŐĞƐ ŝŶ ƚŚĞ ƌĂƚ ƚŚŝĐŬ ƐŬŝŶ
ĨŽůůŽǁŝŶŐĐŚƌŽŶŝĐĐŽŶƐƚƌŝĐƚŝŽŶŝŶũƵƌǇŽĨƚŚĞƐĐŝĂƚŝĐŶĞƌǀĞ͘ΗDŽůWĂŝŶϴ͗ϭ͘
WĞůƚŝĞƌ͕͘͕͘D͘/͘DǇĞƌƐ͕<͘:͘ƌƚŝďĞĞ͕͘͘,ĂŵŝůƚŽŶ͕Y͘zĂŶ͕:͘'ƵŽ͕z͘^Śŝ͕>͘tĂŶŐĂŶĚ:͘>ŝ;ϮϬϭϯͿ͘
ΗǀĂůƵĂƚŝŽŶŽĨĚĞƌŵĂůŵǇĞůŝŶĂƚĞĚŶĞƌǀĞĨŝďĞƌƐŝŶĚŝĂďĞƚĞƐŵĞůůŝƚƵƐ͘Η:WĞƌŝƉŚĞƌEĞƌǀ^ǇƐƚϭϴ;ϮͿ͗
ϭϲϮͲϭϲϳ͘
WĞŶĐĞ͕͘͘ĂŶĚ:͘͘tŽŽĚƐ;ϮϬϭϰͿ͘ΗǆĞƌĐŝƐĞ͕KďĞƐŝƚǇ͕ĂŶĚƵƚĂŶĞŽƵƐtŽƵŶĚ,ĞĂůŝŶŐ͗ǀŝĚĞŶĐĞĨƌŽŵ
ZŽĚĞŶƚĂŶĚ,ƵŵĂŶ^ƚƵĚŝĞƐ͘ΗĚǀtŽƵŶĚĂƌĞ;EĞǁZŽĐŚĞůůĞͿϯ;ϭͿ͗ϳϭͲϳϵ͘
WŝŶĐĞůůŝ͕͘ĂŶĚ͘DĂƌĐŽŶŝ;ϮϬϬϬͿ͘ΗƵƚŽĐƌŝŶĞŶĞƌǀĞŐƌŽǁƚŚĨĂĐƚŽƌŝŶŚƵŵĂŶŬĞƌĂƚŝŶŽĐǇƚĞƐ͘Η:ĞƌŵĂƚŽů
^ĐŝϮϮ;ϮͿ͗ϳϭͲϳϵ͘
WŝƚƚĞŶŐĞƌ͕'͘>͕͘D͘ZĂǇ͕E͘/͘ƵƌĐƵƐ͕W͘DĐEƵůƚǇ͕͘ĂƐƚĂĂŶĚ͘/͘sŝŶŝŬ;ϮϬϬϰͿ͘Η/ŶƚƌĂĞƉŝĚĞƌŵĂůŶĞƌǀĞ
ĨŝďĞƌƐ ĂƌĞ ŝŶĚŝĐĂƚŽƌƐ ŽĨ ƐŵĂůůͲĨŝďĞƌ ŶĞƵƌŽƉĂƚŚǇ ŝŶ ďŽƚŚ ĚŝĂďĞƚŝĐ ĂŶĚ ŶŽŶĚŝĂďĞƚŝĐ ƉĂƚŝĞŶƚƐ͘Η
ŝĂďĞƚĞƐĂƌĞϮϳ;ϴͿ͗ϭϵϳϰͲϭϵϳϵ͘
WůŝŬƵƐ͕D͘s͕͘͘&͘'ƵĞƌƌĞƌŽͲ:ƵĂƌĞǌ͕D͘/ƚŽ͕z͘Z͘>ŝ͕W͘,͘ĞĚŚŝĂ͕z͘ŚĞŶŐ͕D͘^ŚĂŽ͕͘>͘'ĂǇ͕Z͘ZĂŵŽƐ͕
d͘͘,Ɛŝ͕:͘t͘KŚ͕y͘tĂŶŐ͕͘ZĂŵŝƌĞǌ͕^ ͘͘<ŽŶŽƉĞůƐŬŝ͕͘ůǌĞŝŶ͕͘tĂŶŐ͕Z͘:͘^ ƵƉĂƉĂŶŶĂĐŚĂƌƚ͕
,͘>͘>ĞĞ͕͘,͘>ŝŵ͕͘EĂĐĞ͕͘'ƵŽ͕͘dƌĞĨĨĞŝƐĞŶ͕d͘ŶĚů͕Z͘E͘ZĂŵŝƌĞǌ͕Z͘DƵƌĂĚ͕^ ͘KĨĨĞƌŵĂŶŶƐ͕
͘DĞƚǌŐĞƌ͕W͘ŚĂŵďŽŶ͕͘͘tŝĚŐĞƌŽǁ͕d͘>͘dƵĂŶ͕͘DŽƌƚĂǌĂǀŝ͕Z͘<͘'ƵƉƚĂ͕͘͘,ĂŵŝůƚŽŶ͕
^͘͘DŝůůĂƌ͕W͘^ĞĂůĞ͕t͘^͘WĞĂƌ͕D͘͘>ĂǌĂƌĂŶĚ'͘ŽƚƐĂƌĞůŝƐ;ϮϬϭϳͿ͘ΗZĞŐĞŶĞƌĂƚŝŽŶŽĨĨĂƚĐĞůůƐ
ĨƌŽŵŵǇŽĨŝďƌŽďůĂƐƚƐĚƵƌŝŶŐǁŽƵŶĚŚĞĂůŝŶŐ͘Η^ĐŝĞŶĐĞϯϱϱ;ϲϯϮϲͿ͗ϳϰϴͲϳϱϮ͘
WŽŶĞĐ͕D͕͘^͘'ŝďďƐ͕'͘WŝůŐƌĂŵ͕͘ŽĞůƐŵĂ͕,͘<ŽĞƌƚĞŶ͕:͘ŽƵǁƐƚƌĂĂŶĚD͘DŽŵŵĂĂƐ;ϮϬϬϭͿ͘ΗĂƌƌŝĞƌ
ĨƵŶĐƚŝŽŶŝŶƌĞĐŽŶƐƚƌƵĐƚĞĚĞƉŝĚĞƌŵŝƐĂŶĚŝƚƐƌĞƐĞŵďůĂŶĐĞƚŽŶĂƚŝǀĞŚƵŵĂŶƐŬŝŶ͘Η^ŬŝŶWŚĂƌŵĂĐŽů
ƉƉů^ŬŝŶWŚǇƐŝŽů^ƵƉƉůϭ͗ϲϯͲϳϭ͘
WŽƉͲƵƐƵŝ͕Z͕͘͘:͘ŽƵůƚŽŶ͕͘>͘&ĞůĚŵĂŶ͕s͘ƌŝů͕Z͘&ƌĞĞŵĂŶ͕Z͘͘DĂůŝŬ͕:͘D͘^ŽƐĞŶŬŽĂŶĚ͘ŝĞŐůĞƌ
;ϮϬϭϳͿ͘ ΗŝĂďĞƚŝĐ EĞƵƌŽƉĂƚŚǇ͗  WŽƐŝƚŝŽŶ ^ƚĂƚĞŵĞŶƚ ďǇ ƚŚĞ ŵĞƌŝĐĂŶŝĂďĞƚĞƐ ƐƐŽĐŝĂƚŝŽŶ͘Η
ŝĂďĞƚĞƐĂƌĞϰϬ;ϭͿ͗ϭϯϲͲϭϱϰ͘
WŽƚƚĞŶ͕͘^͘;ϭϵϳϱͿ͘ΗƉŝĚĞƌŵĂůĐĞůůƉƌŽĚƵĐƚŝŽŶƌĂƚĞƐ͘Η:/ŶǀĞƐƚĞƌŵĂƚŽůϲϱ;ϲͿ͗ϰϴϴͲϱϬϬ͘
WƌĂĚŚĂŶ͕ >͕͘ ͘ EĂďǌĚǇŬ͕ E͘ ͘ ŶĚĞƌƐĞŶ͕ &͘ t͘ >Ž'ĞƌĨŽ ĂŶĚ ͘ sĞǀĞƐ ;ϮϬϬϵͿ͘ Η/ŶĨůĂŵŵĂƚŝŽŶ ĂŶĚ
ŶĞƵƌŽƉĞƉƚŝĚĞƐ͗ƚŚĞĐŽŶŶĞĐƚŝŽŶŝŶĚŝĂďĞƚŝĐǁŽƵŶĚŚĞĂůŝŶŐ͘ΗǆƉĞƌƚZĞǀDŽůDĞĚϭϯ;ϭϭͿ͘
WƌĂĚŽ͕D͘͕͘͘ǀĂŶƐͲĂŝŶ͕<͘Z͘KůŝǀĞƌĂŶĚ/͘D͘ŝĐŬĞƌƐŽŶ;ϮϬϬϭͿ͘ΗdŚĞƌŽůĞŽĨƚŚĞ'ZWͲƌĞĐĞƉƚŽƌ
ĐŽŵƉŽŶĞŶƚ ƉƌŽƚĞŝŶ ;ZWͿ ŝŶ ĂĚƌĞŶŽŵĞĚƵůůŝŶ ƌĞĐĞƉƚŽƌ ƐŝŐŶĂů ƚƌĂŶƐĚƵĐƚŝŽŶ͘Η WĞƉƚŝĚĞƐ ϮϮ;ϭϭͿ͗
ϭϳϳϯͲϭϳϴϭ͘
WƌŝĐĞ͕d͘:͕͘D͘͘>ŽƵƌŝĂ͕͘ĂŶĚĞůĂƌŝŽͲ^ŽƚŽ͕'͘K͘ƵƐƐŽƌ͕E͘͘:ĞƐŬĞ͕͘D͘WĂƚǁĂƌĚŚĂŶ͕͘ŝŽŐĞŶĞƐ͕
͘͘dƌŽƚƚ͕<͘D͘,ĂƌŐƌĞĂǀĞƐĂŶĚ͘D͘&ůŽƌĞƐ;ϮϬϬϱͿ͘ΗdƌĞĂƚŵĞŶƚŽĨƚƌŝŐĞŵŝŶĂůŐĂŶŐůŝŽŶŶĞƵƌŽŶƐ
ŝŶǀŝƚƌŽǁŝƚŚE'&͕'E&ŽƌE&͗ĞĨĨĞĐƚƐŽŶŶĞƵƌŽŶĂůƐƵƌǀŝǀĂů͕ŶĞƵƌŽĐŚĞŵŝĐĂůƉƌŽƉĞƌƚŝĞƐĂŶĚ
dZWsϭͲŵĞĚŝĂƚĞĚŶĞƵƌŽƉĞƉƚŝĚĞƐĞĐƌĞƚŝŽŶ͘ΗDEĞƵƌŽƐĐŝϲ;ϰͿ͗ϭϰϳϭͲϮϮϬϮ͘
WƌŽŬƐĐŚ͕͘;ϮϬϭϴͿ͘ΗƉ,ŝŶŶĂƚƵƌĞ͕ŚƵŵĂŶƐĂŶĚƐŬŝŶ͘Η:ĞƌŵĂƚŽůϰϱ;ϵͿ͗ϭϬϰϰͲϭϬϱϮ͘
WƌŽǀŝƚĞƌĂ͕s͕͘D͘EŽůĂŶŽ͕͘WĂŐĂŶŽ͕'͘ĂƉŽƌĂƐŽ͕͘^ƚĂŶĐĂŶĞůůŝĂŶĚ>͘^ĂŶƚŽƌŽ;ϮϬϬϳͿ͘ΗDǇĞůŝŶĂƚĞĚ
ŶĞƌǀĞĞŶĚŝŶŐƐŝŶŚƵŵĂŶƐŬŝŶ͘ΗDƵƐĐůĞEĞƌǀĞϯϱ;ϲͿ͗ϳϲϳͲϳϳϱ͘
WƵŐůŝƐŝͲůůĞŐƌĂ͕^͘ĂŶĚ^͘Ăďŝď;ϭϵϴϱͿ͘ΗdŚĞĞĨĨĞĐƚŽĨĂŐĞŽŶƚǁŽŬŝŶĚƐŽĨĂŐŐƌĞƐƐŝǀĞďĞŚĂǀŝŽƌŝŶŝŶďƌĞĚ
ƐƚƌĂŝŶƐŽĨŵŝĐĞ͘ΗĞǀWƐǇĐŚŽďŝŽůϭϴ;ϲͿ͗ϰϳϳͲϰϴϮ͘
ZĠĨĠƌĞŶĐĞƐďŝďůŝŽŐƌĂƉŚŝƋƵĞƐ 
ϭϳϰ
 
WƵůůĂƌ͕͘͕͘͘ZŝǌǌŽĂŶĚZ͘Z͘/ƐƐĞƌŽĨĨ;ϮϬϬϲͿ͘ΗďĞƚĂͲĚƌĞŶĞƌŐŝĐƌĞĐĞƉƚŽƌĂŶƚĂŐŽŶŝƐƚƐĂĐĐĞůĞƌĂƚĞƐŬŝŶ
ǁŽƵŶĚŚĞĂůŝŶŐ͗ĞǀŝĚĞŶĐĞĨŽƌĂĐĂƚĞĐŚŽůĂŵŝŶĞƐǇŶƚŚĞƐŝƐŶĞƚǁŽƌŬŝŶƚŚĞĞƉŝĚĞƌŵŝƐ͘Η:ŝŽůŚĞŵ
Ϯϴϭ;ϯϬͿ͗ϮϭϮϮϱͲϮϭϮϯϱ͘
YƵŝĐŬ͕͘͕͘t͘Z͘<ĞŶŶĞĚǇĂŶĚ<͘^͘zŽŽŶ;ϭϵϴϰͿ͘ΗhůƚƌĂƐƚƌƵĐƚƵƌĞŽĨƚŚĞƐĞĐƌĞƚŽƌǇĞƉŝƚŚĞůŝƵŵ͕ŶĞƌǀĞ
ĨŝďĞƌƐ͕ĂŶĚĐĂƉŝůůĂƌŝĞƐŝŶƚŚĞŵŽƵƐĞƐǁĞĂƚŐůĂŶĚ͘ΗŶĂƚZĞĐϮϬϴ;ϰͿ͗ϰϵϭͲϰϵϵ͘
YƵŝŶůĂŶ͕<͘>͕͘/͘^͘^ŽŶŐ͕E͘t͘ƵŶŶĞƚƚ͕͘>ĞƚƌĂŶ͕D͘^ƚĞŝŶŚŽĨĨ͕͘,ĂƌƚĞŶ͕:͘͘KůĞƌƵĚ͕͘͘ƌŵƐƚƌŽŶŐ͕
^͘ tƌŝŐŚƚ ĂƵŐŚŵĂŶ ĂŶĚ :͘ ͘ ŶƐĞů ;ϭϵϵϴͿ͘ ΗEĞƵƌŽƉĞƉƚŝĚĞ ƌĞŐƵůĂƚŝŽŶ ŽĨ ŚƵŵĂŶ ĚĞƌŵĂů
ŵŝĐƌŽǀĂƐĐƵůĂƌĞŶĚŽƚŚĞůŝĂůĐĞůů/DͲϭĞǆƉƌĞƐƐŝŽŶĂŶĚĨƵŶĐƚŝŽŶ͘Ηŵ:WŚǇƐŝŽůϮϳϱ;ϲͿ͘
ZĂĚĚĂŶƚ͕͘͘ĂŶĚ͘&͘ZƵƐƐŽ ;ϮϬϭϭͿ͘ΗĂůĐŝƚŽŶŝŶŐĞŶĞͲƌĞůĂƚĞĚƉĞƉƚŝĚĞ ŝŶŵŝŐƌĂŝŶĞ͗ ŝŶƚĞƌƐĞĐƚŝŽŶŽĨ
ƉĞƌŝƉŚĞƌĂůŝŶĨůĂŵŵĂƚŝŽŶĂŶĚĐĞŶƚƌĂůŵŽĚƵůĂƚŝŽŶ͘ΗǆƉĞƌƚZĞǀDŽůDĞĚϮϵ;ϭϯͿ͘
ZĂŚŝŵ͕ <͕͘ ^͘ ^ĂůĞŚĂ͕ y͘ ŚƵ͕ >͘ ,ƵŽ͕ ͘ ĂƐŝƚ ĂŶĚ K͘ >͘ &ƌĂŶĐŽ ;ϮϬϭϳͿ͘ ΗĂĐƚĞƌŝĂů ŽŶƚƌŝďƵƚŝŽŶ ŝŶ
ŚƌŽŶŝĐŝƚǇŽĨtŽƵŶĚƐ͘ΗDŝĐƌŽďĐŽůϳϯ;ϯͿ͗ϳϭϬͲϳϮϭ͘
ZĂǁůŝŶŐƐ͕͘s͘ĂŶĚW͘ :͘DĂƚƚƐ ;ϮϬϬϱͿ͘ Η^ƚƌĂƚƵŵĐŽƌŶĞƵŵŵŽŝƐƚƵƌŝǌĂƚŝŽŶĂƚ ƚŚĞŵŽůĞĐƵůĂƌ ůĞǀĞů͗ĂŶ
ƵƉĚĂƚĞŝŶƌĞůĂƚŝŽŶƚŽƚŚĞĚƌǇƐŬŝŶĐǇĐůĞ͘Η:/ŶǀĞƐƚĞƌŵĂƚŽůϭϮϰ;ϲͿ͗ϭϬϵϵͲϭϭϭϬ͘
ZĂǇĐŚĂƵĚŚƵƌŝ͕^͘<͕͘^͘W͘ZĂǇĐŚĂƵĚŚƵƌŝ͕,͘tĞůƚŵĂŶĂŶĚ͘D͘&ĂƌďĞƌ;ϮϬϬϭͿ͘ΗĨĨĞĐƚŽĨŶĞƌǀĞŐƌŽǁƚŚ
ĨĂĐƚŽƌŽŶĞŶĚŽƚŚĞůŝĂůĐĞůůďŝŽůŽŐǇ͗ƉƌŽůŝĨĞƌĂƚŝŽŶĂŶĚĂĚŚĞƌĞŶĐĞŵŽůĞĐƵůĞĞǆƉƌĞƐƐŝŽŶŽŶŚƵŵĂŶ
ĚĞƌŵĂůŵŝĐƌŽǀĂƐĐƵůĂƌĞŶĚŽƚŚĞůŝĂůĐĞůůƐ͘ΗƌĐŚĞƌŵĂƚŽůZĞƐϮϵϯ;ϲͿ͗ϮϵϭͲϮϵϱ͘
ZĞĚůĂƌƐŬŝ͕ '͕͘ ͘ WĂůŬŽǁƐŬŝ ĂŶĚ D͘ <ƌĂǁĐǌƵŬ ;ϮϬϭϲͿ͘ ΗŽĚǇ ƐƵƌĨĂĐĞ ĂƌĞĂ ĨŽƌŵƵůĂĞ͗ ĂŶ ĂůĂƌŵŝŶŐ
ĂŵďŝŐƵŝƚǇ͘Η^ĐŝZĞƉϲ͗Ϯϳϵϲϲ͘
ZĞŝďĞƌ͕'͘͕͘>͘sŝůĞŝŬǇƚĞ͕͘:͘ŽǇŬŽ͕D͘ĚĞůŐƵŝůĂ͕͘'͘^ŵŝƚŚ͕>͘͘>ĂǀĞƌǇĂŶĚ͘:͘ŽƵůƚŽŶ;ϭϵϵϵͿ͘
ΗĂƵƐĂů ƉĂƚŚǁĂǇƐ ĨŽƌ ŝŶĐŝĚĞŶƚ ůŽǁĞƌͲĞǆƚƌĞŵŝƚǇ ƵůĐĞƌƐ ŝŶ ƉĂƚŝĞŶƚƐ ǁŝƚŚ ĚŝĂďĞƚĞƐ ĨƌŽŵ ƚǁŽ
ƐĞƚƚŝŶŐƐ͘ΗŝĂďĞƚĞƐĂƌĞϮϮ;ϭͿ͗ϭϱϳͲϭϲϮ͘
ZĞŝŚƐŶĞƌ͕ Z͕͘D͘DĞůůŝŶŐ͕t͘ WĨĞŝůĞƌ ĂŶĚ ͘ :͘DĞŶǌĞů ;ϮϬϬϬͿ͘ ΗůƚĞƌĂƚŝŽŶƐ ŽĨ ďŝŽĐŚĞŵŝĐĂů ĂŶĚ ƚǁŽͲ
ĚŝŵĞŶƐŝŽŶĂůďŝŽŵĞĐŚĂŶŝĐĂůƉƌŽƉĞƌƚŝĞƐŽĨŚƵŵĂŶƐŬŝŶŝŶĚŝĂďĞƚĞƐŵĞůůŝƚƵƐĂƐĐŽŵƉĂƌĞĚƚŽĞĨĨĞĐƚƐ
ŽĨŝŶǀŝƚƌŽŶŽŶͲĞŶǌǇŵĂƚŝĐŐůǇĐĂƚŝŽŶ͘ΗůŝŶŝŽŵĞĐŚ;ƌŝƐƚŽů͕ǀŽŶͿϭϱ;ϱͿ͗ϯϳϵͲϯϴϲ͘
ZĞŝůůǇ͕ ͘D͕͘ ͘ &ĞƌĚŝŶĂŶĚŽ͕ ͘ :ŽŚŶƐƚŽŶ͕ ͘ ^ŚĂǁ͕ <͘ ͘ ƵĐŚĂŶĂŶ ĂŶĚD͘ Z͘ 'ƌĞĞŶ ;ϭϵϵϳͿ͘ ΗdŚĞ
ĞƉŝĚĞƌŵĂů ŶĞƌǀĞ ĨŝďƌĞ ŶĞƚǁŽƌŬ͗ ĐŚĂƌĂĐƚĞƌŝǌĂƚŝŽŶ ŽĨ ŶĞƌǀĞ ĨŝďƌĞƐ ŝŶ ŚƵŵĂŶ ƐŬŝŶ ďǇ ĐŽŶĨŽĐĂů
ŵŝĐƌŽƐĐŽƉǇĂŶĚĂƐƐĞƐƐŵĞŶƚŽĨƌĂĐŝĂůǀĂƌŝĂƚŝŽŶƐ͘Ηƌ:ĞƌŵĂƚŽůϭϯϳ;ϮͿ͗ϭϲϯͲϭϳϬ͘
ZĞŝůůǇ͕͘&͕͘'͘͘<ĂƌĂŬŽƵƐŝƐ͕^͘W͘^ĐŚƌĂŐĂŶĚ^͘W͘^ƚĂǁŝĐŬŝ;ϮϬϬϳͿ͘ΗWƌĞƐƐƵƌĞƵůĐĞƌƐŝŶƚŚĞŝŶƚĞŶƐŝǀĞ
ĐĂƌĞƵŶŝƚ͗dŚĞ͚ĨŽƌŐŽƚƚĞŶ͛ĞŶĞŵǇ͘ΗKWh^ϭϮ^ĐŝĞŶƚŝƐƚϭ;ϮͿ͘
ZĞŵŽƵĠ͕E͕͘͘ŽŶŽĚ͕͘&ƌŽŵǇĂŶĚ͘^ŝŐĂƵĚŽͲZŽƵƐƐĞů;ϮϬϮϬͿ͘ŚĂƉƚĞƌϭϮͲŶŝŵĂůŵŽĚĞůƐŝŶĐŚƌŽŶŝĐ
ǁŽƵŶĚŚĞĂůŝŶŐƌĞƐĞĂƌĐŚ͗ĨŽƌŝŶŶŽǀĂƚŝŽŶƐĂŶĚĞŵĞƌŐŝŶŐƚĞĐŚŶŽůŽŐŝĞƐŝŶǁŽƵŶĚĐĂƌĞ͘/ŶŶŽǀĂƚŝŽŶƐ
ĂŶĚŵĞƌŐŝŶŐdĞĐŚŶŽůŽŐŝĞƐŝŶtŽƵŶĚĂƌĞ͘͘'ĞĨĞŶ͕ĐĂĚĞŵŝĐWƌĞƐƐ͗ϭϵϳͲϮϮϰ͘
ZĞǌŶŝŬ͕D͘ ;ϭϵϵϲͿ͘ Η΀^ƚƌƵĐƚƵƌĞĂŶĚ ĨƵŶĐƚŝŽŶƐŽĨ ƚŚĞĐƵƚĂŶĞŽƵƐŶĞƌǀŽƵƐ ƐǇƐƚĞŵ΁͘ΗWĂƚŚŽůŝŽů ;WĂƌŝƐͿ
ϰϰ;ϭϬͿ͗ϴϯϭͲϴϯϳ͘
ZŝĐŚ͕<͘D͕͘:͘Z͘>ƵƐǌĐǌǇŶƐŬŝ͕W͘͘KƐďŽƌŶĞĂŶĚ͘D͘:ŽŚŶƐŽŶ͕:ƌ͘;ϭϵϴϳͿ͘ΗEĞƌǀĞŐƌŽǁƚŚĨĂĐƚŽƌƉƌŽƚĞĐƚƐ
ĂĚƵůƚƐĞŶƐŽƌǇŶĞƵƌŽŶƐĨƌŽŵĐĞůůĚĞĂƚŚĂŶĚĂƚƌŽƉŚǇĐĂƵƐĞĚďǇŶĞƌǀĞŝŶũƵƌǇ͘Η:EĞƵƌŽĐǇƚŽůϭϲ;ϮͿ͗
ϮϲϭͲϮϲϴ͘
ZŝŶŬĞǀŝĐŚ͕z͕͘'͘'͘tĂůŵƐůĞǇ͕D͘^͘,Ƶ͕͘E͘DĂĂŶ͕͘D͘EĞǁŵĂŶ͕D͘ƌƵŬŬĞƌ͕D͘:ĂŶƵƐǌǇŬ͕'͘t͘
<ƌĂŵƉŝƚǌ͕'͘͘'ƵƌƚŶĞƌ͕,͘W͘>ŽƌĞŶǌ͕/͘>͘tĞŝƐƐŵĂŶĂŶĚD͘d͘>ŽŶŐĂŬĞƌ;ϮϬϭϱͿ͘Η^ŬŝŶĨŝďƌŽƐŝƐ͘
/ĚĞŶƚŝĨŝĐĂƚŝŽŶ ĂŶĚ ŝƐŽůĂƚŝŽŶ ŽĨ Ă ĚĞƌŵĂů ůŝŶĞĂŐĞ ǁŝƚŚ ŝŶƚƌŝŶƐŝĐ ĨŝďƌŽŐĞŶŝĐ ƉŽƚĞŶƚŝĂů͘Η ^ĐŝĞŶĐĞ
ϯϰϴ;ϲϮϯϮͿ͗ĂĂĂϮϭϱϭ͘
ZŝŽ͕͘͕͘͘DŝůůĂŶ͕s͘'ĂƌĐŝĂ͕'͘ƉƉĞŶĚŝŶŽ͕:͘ĞDĞƐĂĂŶĚ͘DƵŶŽǌ;ϮϬϭϴͿ͘ΗdŚĞĞŶĚŽĐĂŶŶĂďŝŶŽŝĚ
ƐǇƐƚĞŵ ŽĨ ƚŚĞ ƐŬŝŶ͘  ƉŽƚĞŶƚŝĂů ĂƉƉƌŽĂĐŚ ĨŽƌ ƚŚĞ ƚƌĞĂƚŵĞŶƚ ŽĨ ƐŬŝŶ ĚŝƐŽƌĚĞƌƐ͘Η ŝŽĐŚĞŵ
WŚĂƌŵĂĐŽůϭϱϳ͗ϭϮϮͲϭϯϯ͘
ZŝƚƚĞƌ͕͘D͕͘͘:͘tŽŽĚďƵƌǇ͕<͘ůďĞƌƐ͕͘D͘ĂǀŝƐĂŶĚ,͘Z͘<ŽĞƌďĞƌ;ϮϬϬϬͿ͘ΗDĂƚƵƌĂƚŝŽŶŽĨĐƵƚĂŶĞŽƵƐ
ƐĞŶƐŽƌǇŶĞƵƌŽŶƐĨƌŽŵŶŽƌŵĂůĂŶĚE'&ͲŽǀĞƌĞǆƉƌĞƐƐŝŶŐŵŝĐĞ͘Η:EĞƵƌŽƉŚǇƐŝŽůϴϯ;ϯͿ͗ϭϳϮϮͲϭϳϯϮ͘
ZŝƚƚŝĠ͕>͕͘͘>͘^ĂĐŚƐ͕:͘^͘KƌƌŝŶŐĞƌ͕:͘:͘sŽŽƌŚĞĞƐĂŶĚ'͘:͘&ŝƐŚĞƌ;ϮϬϭϯͿ͘ΗĐĐƌŝŶĞƐǁĞĂƚŐůĂŶĚƐĂƌĞ
ŵĂũŽƌĐŽŶƚƌŝďƵƚŽƌƐƚŽƌĞĞƉŝƚŚĞůŝĂůŝǌĂƚŝŽŶŽĨŚƵŵĂŶǁŽƵŶĚƐ͘Ηŵ:WĂƚŚŽůϭϴϮ;ϭͿ͗ϭϲϯͲϭϳϭ͘
ZŽŐŐĞŶŬĂŵƉ͕͕͘^͘<ŽƉŶŝĐŬ͕&͘^ƚĂď͕,͘tĞŶĐŬ͕D͘^ĐŚŵĞůǌĂŶĚ'͘EĞƵĨĂŶŐ;ϮϬϭϯͿ͘ΗƉŝĚĞƌŵĂůŶĞƌǀĞ
ĨŝďĞƌƐŵŽĚƵůĂƚĞŬĞƌĂƚŝŶŽĐǇƚĞŐƌŽǁƚŚǀŝĂŶĞƵƌŽƉĞƉƚŝĚĞƐŝŐŶĂůŝŶŐŝŶĂŶŝŶŶĞƌǀĂƚĞĚƐŬŝŶŵŽĚĞů͘Η:
/ŶǀĞƐƚĞƌŵĂƚŽůϭϯϯ;ϲͿ͗ϭϲϮϬͲϭϲϮϴ͘
ZŽŽƐƚĞƌŵĂŶ͕͕͘'͘^͘ŽƚƚƌĞůů͕&͘^ĐŚŵŝĚůŝŶ͕D͘^ƚĞŝŶŚŽĨĨĂŶĚE͘t͘ƵŶŶĞƚƚ ;ϮϬϬϰͿ͘ΗZĞĐǇĐůŝŶŐĂŶĚ
ƌĞƐĞŶƐŝƚŝǌĂƚŝŽŶ ŽĨ ƚŚĞ ŶĞƵƌŽŬŝŶŝŶ ϭ ƌĞĐĞƉƚŽƌ͘ /ŶĨůƵĞŶĐĞ ŽĨ ĂŐŽŶŝƐƚ ĐŽŶĐĞŶƚƌĂƚŝŽŶ ĂŶĚ ZĂď
'dWĂƐĞƐ͘Η:ŝŽůŚĞŵϮϳϵ;ϮϵͿ͗ϯϬϲϳϬͲϯϬϲϳϵ͘
ZĠĨĠƌĞŶĐĞƐďŝďůŝŽŐƌĂƉŚŝƋƵĞƐ 
ϭϳϱ
 
ZŽŽƐƚĞƌŵĂŶ͕͕͘d͘'ŽĞƌŐĞ͕^͘t͘^ĐŚŶĞŝĚĞƌ͕E͘t͘ƵŶŶĞƚƚĂŶĚD͘^ƚĞŝŶŚŽĨĨ;ϮϬϬϲͿ͘ΗEĞƵƌŽŶĂůĐŽŶƚƌŽů
ŽĨƐŬŝŶĨƵŶĐƚŝŽŶ͗ƚŚĞƐŬŝŶĂƐĂŶĞƵƌŽŝŵŵƵŶŽĞŶĚŽĐƌŝŶĞŽƌŐĂŶ͘ΗWŚǇƐŝŽůZĞǀϴϲ;ϰͿ͗ϭϯϬϵͲϭϯϳϵ͘
ZŽƚŚďĞƌŐ͕^ ͕͘Z͘'͘ƌŽƵŶƐĞĂŶĚ:͘>͘>ĞĞ;ϭϵϲϭͿ͘Η'ůǇĐŝŶĞͲͲϭϰͲŝŶĐŽƌƉŽƌĂƚŝŽŶŝŶƚŽƚŚĞƉƌŽƚĞŝŶƐŽĨŶŽƌŵĂů
ƐƚƌĂƚƵŵĐŽƌŶĞƵŵĂŶĚƚŚĞĂďŶŽƌŵĂůƐƚƌĂƵŵĐŽƌŶĞƵŵŽĨƉƐŽƌŝĂƐŝƐ͘Η:/ŶǀĞƐƚĞƌŵĂƚŽůϯϳ͗ϰϵϳͲ
ϱϬϱ͘
ZƵŐŐĞƌŝ͕͘D͘;ϮϬϬϮͿ͘ΗWůĂƚĞůĞƚƐŝŶĂƚŚĞƌŽƚŚƌŽŵďŽƐŝƐ͘ΗEĂƚDĞĚϴ;ϭϭͿ͗ϭϮϮϳͲϭϮϯϰ͘
ZƵƐƐĞůů͕&͘͕͘Z͘<ŝŶŐ͕^͘ :͘^ŵŝůůŝĞ͕y͘<ŽĚũŝĂŶĚ^͘͘ƌĂŝŶ;ϮϬϭϰͿ͘ΗĂůĐŝƚŽŶŝŶŐĞŶĞͲƌĞůĂƚĞĚƉĞƉƚŝĚĞ͗
ƉŚǇƐŝŽůŽŐǇĂŶĚƉĂƚŚŽƉŚǇƐŝŽůŽŐǇ͘ΗWŚǇƐŝŽůZĞǀϵϰ;ϰͿ͗ϭϬϵϵͲϭϭϰϮ͘
^ĂĂƌŝĂůŚŽͲ<ĞƌĞ͕h͘<͕͘͘W͘WĞŶƚůĂŶĚ͕,͘ŝƌŬĞĚĂůͲ,ĂŶƐĞŶ͕t͘͘WĂƌŬƐĂŶĚ,͘'͘tĞůŐƵƐ;ϭϵϵϰͿ͘ΗŝƐƚŝŶĐƚ
ƉŽƉƵůĂƚŝŽŶƐŽĨďĂƐĂůŬĞƌĂƚŝŶŽĐǇƚĞƐĞǆƉƌĞƐƐƐƚƌŽŵĞůǇƐŝŶͲϭĂŶĚƐƚƌŽŵĞůǇƐŝŶͲϮŝŶĐŚƌŽŶŝĐǁŽƵŶĚƐ͘Η
:ůŝŶ/ŶǀĞƐƚϵϰ;ϭͿ͗ϳϵͲϴϴ͘
^ĂŝƚŽ͕z͕͘D͘,ĂƐĞŐĂǁĂ͕D͘&ƵũŝŵŽƚŽ͕d͘DĂƚƐƵƐŚŝƚĂ͕D͘,ŽƌŝŬĂǁĂ͕D͘dĂŬĞŶĂŬĂ͕&͘KŐĂǁĂ͕:͘^ƵŐĂŵĂ͕
͘ ͘ ^ƚĞĞďĞƌ͕ ^͘ ^ĂƚŽ ĂŶĚ <͘ dĂŬĞŚĂƌĂ ;ϮϬϬϴͿ͘ ΗdŚĞ >ŽƐƐ ŽĨ DWͲϭ ƚƚĞŶƵĂƚĞƐ ƵƚĂŶĞŽƵƐ
/ƐĐŚĞŵŝĂʹZĞƉĞƌĨƵƐŝŽŶ /ŶũƵƌǇ ŝŶ Ă DŽƵƐĞDŽĚĞů ŽĨ WƌĞƐƐƵƌĞ hůĐĞƌ͘Η :ŽƵƌŶĂů ŽĨ /ŶǀĞƐƚŝŐĂƚŝǀĞ
ĞƌŵĂƚŽůŽŐǇϭϮϴ;ϳͿ͗ϭϴϯϴͲϭϴϱϭ͘
^ĂŬĂŝ͕ ^͕͘ z͘ ŶĚŽ͕ E͘ KǌĂǁĂ͕ d͘ ^ƵŐĂǁĂƌĂ͕ ͘ <ƵƐĂŬĂ͕ d͘ ^ĂǇŽ͕ ,͘ dĂŐĂŵŝ ĂŶĚ ^͘ /ŶŽƵĞ ;ϮϬϬϯͿ͘
ΗŚĂƌĂĐƚĞƌŝƐƚŝĐƐ ŽĨ ƚŚĞ ĞƉŝĚĞƌŵŝƐ ĂŶĚ ƐƚƌĂƚƵŵ ĐŽƌŶĞƵŵŽĨ ŚĂŝƌůĞƐƐŵŝĐĞǁŝƚŚĞǆƉĞƌŝŵĞŶƚĂůůǇ
ŝŶĚƵĐĞĚĚŝĂďĞƚĞƐŵĞůůŝƚƵƐ͘Η:/ŶǀĞƐƚĞƌŵĂƚŽůϭϮϬ;ϭͿ͗ϳϵͲϴϱ͘
^ĂŬĂŝ͕ ^͕͘<͘<ŝŬƵĐŚŝ͕ :͘ ^ĂƚŽŚ͕,͘dĂŐĂŵŝĂŶĚ^͘ /ŶŽƵĞ ;ϮϬϬϱͿ͘Η&ƵŶĐƚŝŽŶĂůƉƌŽƉĞƌƚŝĞƐŽĨ ƚŚĞ ƐƚƌĂƚƵŵ
ĐŽƌŶĞƵŵŝŶƉĂƚŝĞŶƚƐǁŝƚŚĚŝĂďĞƚĞƐŵĞůůŝƚƵƐ͗ƐŝŵŝůĂƌŝƚŝĞƐƚŽƐĞŶŝůĞǆĞƌŽƐŝƐ͘Ηƌ:ĞƌŵĂƚŽůϭϱϯ;ϮͿ͗
ϯϭϵͲϯϮϯ͘
^ĂŶĚŝůĂŶĚƐ͕͕͘͘^ƵƚŚĞƌůĂŶĚ͕͘͘/ƌǀŝŶĞĂŶĚt͘,͘DĐ>ĞĂŶ;ϮϬϬϵͿ͘Η&ŝůĂŐŐƌŝŶŝŶƚŚĞĨƌŽŶƚůŝŶĞ͗ƌŽůĞŝŶ
ƐŬŝŶďĂƌƌŝĞƌĨƵŶĐƚŝŽŶĂŶĚĚŝƐĞĂƐĞ͘Η:Ğůů^ĐŝϭϮϮ;WƚϵͿ͗ϭϮϴϱͲϭϮϵϰ͘
^ĐŚŽůǌĞŶ͕ d͕͘ ͘ ͘ ƌŵƐƚƌŽŶŐ͕ E͘ t͘ ƵŶŶĞƚƚ͕ d͘ ͘ >ƵŐĞƌ͕ :͘ ͘ KůĞƌƵĚ ĂŶĚ :͘ ͘ ŶƐĞů ;ϭϵϵϴͿ͘
ΗEĞƵƌŽƉĞƉƚŝĚĞƐ ŝŶ ƚŚĞ ƐŬŝŶ͗ ŝŶƚĞƌĂĐƚŝŽŶƐ ďĞƚǁĞĞŶ ƚŚĞ ŶĞƵƌŽĞŶĚŽĐƌŝŶĞ ĂŶĚ ƚŚĞ ƐŬŝŶ ŝŵŵƵŶĞ
ƐǇƐƚĞŵƐ͘ΗǆƉĞƌŵĂƚŽůϳ;ϮͲϯͿ͗ϴϭͲϵϲ͘
^ĞŝŬĞ͕D͕͘D͘ /ŬĞĚĂ͕ ͘DŽƌŝŵŽƚŽ͕D͘DĂƚƐƵŵŽƚŽ ĂŶĚ ,͘ <ŽĚĂŵĂ ;ϮϬϬϮͿ͘ Η/ŶĐƌĞĂƐĞĚ ƐǇŶƚŚĞƐŝƐ ŽĨ
ĐĂůĐŝƚŽŶŝŶŐĞŶĞͲƌĞůĂƚĞĚƉĞƉƚŝĚĞƐƚŝŵƵůĂƚĞƐŬĞƌĂƚŝŶŽĐǇƚĞƉƌŽůŝĨĞƌĂƚŝŽŶŝŶŵƵƌŝŶĞhsͲŝƌƌĂĚŝĂƚĞĚ
ƐŬŝŶ͘Η:ĞƌŵĂƚŽů^ĐŝϮϴ;ϮͿ͗ϭϯϱͲϭϰϯ͘
^ĞŝƌĂĨŝ͕,͕͘<͘&ĂƌƐŝŶĞũĂĚ͕͘&ŝƌŽŽǌ͕^͘D͘ĂǀŽƵĚŝ͕Z͘D͘ZŽďĂƚŝ͕D͘^͘,ŽƐĞŝŶŝ͕͘,͘ŚƐĂŶŝĂŶĚ͘^ĂĚƌ
;ϮϬϬϵͿ͘ΗŝŽƉŚǇƐŝĐĂůĐŚĂƌĂĐƚĞƌŝƐƚŝĐƐŽĨƐŬŝŶŝŶĚŝĂďĞƚĞƐ͗ĂĐŽŶƚƌŽůůĞĚƐƚƵĚǇ͘Η:ƵƌĐĂĚĞƌŵĂƚŽů
sĞŶĞƌĞŽůϮϯ;ϮͿ͗ϭϰϲͲϭϰϵ͘
^ĞǆƚŽŶ͕W͘D͕͘͘ůďŝƐƚŽŶ͕D͘DŽƌĨŝƐĂŶĚE͘dŝůĂŬĂƌĂƚŶĞ;ϮϬϬϭͿ͘ΗZĞĐĞƉƚŽƌĂĐƚŝǀŝƚǇŵŽĚŝĨǇŝŶŐƉƌŽƚĞŝŶƐ͘Η
Ğůů^ŝŐŶĂůϭϯ;ϮͿ͗ϳϯͲϴϯ͘
^ŚĞĂ͕:͘͘;ϭϵϳϱͿ͘ΗWƌĞƐƐƵƌĞƐŽƌĞƐ͗ĐůĂƐƐŝĨŝĐĂƚŝŽŶĂŶĚŵĂŶĂŐĞŵĞŶƚ͘ΗůŝŶKƌƚŚŽƉZĞůĂƚZĞƐ;ϭϭϮͿ͗ϴϵͲ
ϭϬϬ͘
^ŚĞƐŚĂŚ͕͕͘͘DĂĚĂŶĂƚ͕&͘ůͲ'ƌĞĞƐŚĞŚ͕͘ůͲYĂŝƐŝ͕D͘ůͲ,Ăƌďŝ͕Z͘ŵĂŶ͕͘͘ůͲ'ŚĂŵĚŝĂŶĚ<͘ůͲ
DĂĚĂŶŝ;ϮϬϭϲͿ͘ΗůĞĐƚƌŽĐŚĞŵŝĐĂůƐŬŝŶĐŽŶĚƵĐƚĂŶĐĞƚŽĚĞƚĞĐƚƐƵĚŽŵŽƚŽƌĚǇƐĨƵŶĐƚŝŽŶ͕ƉĞƌŝƉŚĞƌĂů
ŶĞƵƌŽƉĂƚŚǇ ĂŶĚ ƚŚĞ ƌŝƐŬ ŽĨ ĨŽŽƚ ƵůĐĞƌĂƚŝŽŶ ĂŵŽŶŐ ^ĂƵĚŝ ƉĂƚŝĞŶƚƐ ǁŝƚŚ ĚŝĂďĞƚĞƐŵĞůůŝƚƵƐ͘Η :
ŝĂďĞƚĞƐDĞƚĂďŝƐŽƌĚϭϱ͗Ϯϵ͘
^Śŝ͕y͕͘>͘tĂŶŐ͕:͘͘ůĂƌŬĂŶĚt͘^ ͘<ŝŶŐĞƌǇ;ϮϬϭϯͿ͘Η<ĞƌĂƚŝŶŽĐǇƚĞƐĞǆƉƌĞƐƐĐǇƚŽŬŝŶĞƐĂŶĚŶĞƌǀĞŐƌŽǁƚŚ
ĨĂĐƚŽƌ ŝŶ ƌĞƐƉŽŶƐĞ ƚŽ ŶĞƵƌŽƉĞƉƚŝĚĞ ĂĐƚŝǀĂƚŝŽŶ ŽĨ ƚŚĞ Z<ϭͬϮ ĂŶĚ :E< DW< ƚƌĂŶƐĐƌŝƉƚŝŽŶ
ƉĂƚŚǁĂǇƐ͘ΗZĞŐƵůWĞƉƚϭϴϲ͗ϵϮͲϭϬϯ͘
^Śŝ͕ z͘ ĂŶĚW͘sĂŶŚŽƵƚƚĞ ;ϮϬϭϳͿ͘ ΗDĂĐƌŽͲ ĂŶĚŵŝĐƌŽǀĂƐĐƵůĂƌ ĞŶĚŽƚŚĞůŝĂů ĚǇƐĨƵŶĐƚŝŽŶ ŝŶĚŝĂďĞƚĞƐ͘Η :
ŝĂďĞƚĞƐϵ;ϱͿ͗ϰϯϰͲϰϰϵ͘
^ŚŝďĂǇĂŵĂ͕͘ĂŶĚ,͘<ŽŝǌƵŵŝ;ϭϵϵϲͿ͘ΗĞůůƵůĂƌůŽĐĂůŝǌĂƚŝŽŶŽĨƚŚĞdƌŬŶĞƵƌŽƚƌŽƉŚŝŶƌĞĐĞƉƚŽƌĨĂŵŝůǇŝŶ
ŚƵŵĂŶŶŽŶͲŶĞƵƌŽŶĂůƚŝƐƐƵĞƐ͘Ηŵ:WĂƚŚŽůϭϰϴ;ϲͿ͗ϭϴϬϳͲϭϴϭϴ͘
^ŚƵŶ͕͘d͕͘z͘͘ŚĂŶŐ͕,͘W͘tƵ͕^͘͘,ƐŝĞŚ͕t͘D͘>ŝŶ͕z͘,͘>ŝŶ͕d͘z͘dĂŝĂŶĚ^͘d͘,ƐŝĞŚ;ϮϬϬϰͿ͘Η^ŬŝŶ
ĚĞŶĞƌǀĂƚŝŽŶŝŶƚǇƉĞϮĚŝĂďĞƚĞƐ͗ĐŽƌƌĞůĂƚŝŽŶƐǁŝƚŚĚŝĂďĞƚŝĐĚƵƌĂƚŝŽŶĂŶĚĨƵŶĐƚŝŽŶĂůŝŵƉĂŝƌŵĞŶƚƐ͘Η
ƌĂŝŶϭϮϳ;WƚϳͿ͗ϭϱϵϯͲϭϲϬϱ͘
^ŚǁĞŝŬŝ͕͕͘͘ /ƚŝŶ͕͘^ŽĨĨĞƌĂŶĚ͘<ĞƐŚĞƚ ;ϭϵϵϮͿ͘ ΗsĂƐĐƵůĂƌĞŶĚŽƚŚĞůŝĂů ŐƌŽǁƚŚ ĨĂĐƚŽƌ ŝŶĚƵĐĞĚďǇ
ŚǇƉŽǆŝĂŵĂǇŵĞĚŝĂƚĞŚǇƉŽǆŝĂͲŝŶŝƚŝĂƚĞĚĂŶŐŝŽŐĞŶĞƐŝƐ͘ΗEĂƚƵƌĞϯϱϵ;ϲϯϵϴͿ͗ϴϰϯͲϴϰϱ͘
^ŝŶŐŚ͕^ ͕͘͘zŽƵŶŐĂŶĚ͘DĐEĂƵŐŚƚ;ϮϬϭϳͿ͘ΗdŚĞƉŚǇƐŝŽůŽŐǇŽĨǁŽƵŶĚŚĞĂůŝŶŐ͘Η^ ƵƌŐĞƌǇ;KǆĨŽƌĚͿϯϱ;ϵͿ͗
ϰϳϯͲϰϳϳ͘
ZĠĨĠƌĞŶĐĞƐďŝďůŝŽŐƌĂƉŚŝƋƵĞƐ 
ϭϳϲ
 
^ŬŽďĞ͕D͘ĂŶĚD͘ĞƚŵĂƌ;ϮϬϬϬͿ͘Η^ƚƌƵĐƚƵƌĞ͕ ĨƵŶĐƚŝŽŶ͕ĂŶĚŵŽůĞĐƵůĂƌĐŽŶƚƌŽůŽĨƚŚĞƐŬŝŶ ůǇŵƉŚĂƚŝĐ
ƐǇƐƚĞŵ͘Η:/ŶǀĞƐƚŝŐĞƌŵĂƚŽů^ǇŵƉWƌŽĐϱ;ϭͿ͗ϭϰͲϭϵ͘
^ŬŽĨĨ͕͘D͘ĂŶĚ:͘͘ĚůĞƌ;ϮϬϬϲͿ͘ΗEĞƌǀĞŐƌŽǁƚŚĨĂĐƚŽƌƌĞŐƵůĂƚĞƐƐƵďƐƚĂŶĐĞWŝŶĂĚƵůƚƐĞŶƐŽƌǇŶĞƵƌŽŶƐ
ƚŚƌŽƵŐŚďŽƚŚdƌŬĂŶĚƉϳϱƌĞĐĞƉƚŽƌƐ͘ΗǆƉEĞƵƌŽůϭϵϳ;ϮͿ͗ϰϯϬͲϰϯϲ͘
^ůŽŵŬĂ͕E͘ĂŶĚ͘'ĞĨĞŶ;ϮϬϭϮͿ͘ΗZĞůĂƚŝŽŶƐŚŝƉďĞƚǁĞĞŶƐƚƌĂŝŶůĞǀĞůƐĂŶĚƉĞƌŵĞĂďŝůŝƚǇŽĨƚŚĞƉůĂƐŵĂ
ŵĞŵďƌĂŶĞŝŶƐƚĂƚŝĐĂůůǇƐƚƌĞƚĐŚĞĚŵǇŽďůĂƐƚƐ͘ΗŶŶŝŽŵĞĚŶŐϰϬ;ϯͿ͗ϲϬϲͲϲϭϴ͘
^ůŽŶŝĞĐŬĂ͕D͕͘^͘>ĞZŽƵǆ͕W͘ŽŵĂŶ͕͘ǇƐƚƌŽŵ͕Y͘ŚŽƵĂŶĚW͘ĂŶŝĞůƐŽŶ;ϮϬϭϱͿ͘ΗǆƉƌĞƐƐŝŽŶWƌŽĨŝůĞƐ
ŽĨEĞƵƌŽƉĞƉƚŝĚĞƐ͕EĞƵƌŽƚƌĂŶƐŵŝƚƚĞƌƐ͕ĂŶĚdŚĞŝƌZĞĐĞƉƚŽƌƐŝŶ,ƵŵĂŶ<ĞƌĂƚŽĐǇƚĞƐ/ŶsŝƚƌŽĂŶĚ/Ŷ
^ŝƚƵ͘ΗW>Ž^KŶĞϭϬ;ϳͿ͗ĞϬϭϯϰϭϱϳ͘
^ŽƌƌĞůů͕:͘D͘ĂŶĚ͘/͘ĂƉůĂŶ;ϮϬϬϰͿ͘Η&ŝďƌŽďůĂƐƚŚĞƚĞƌŽŐĞŶĞŝƚǇ͗ŵŽƌĞƚŚĂŶƐŬŝŶĚĞĞƉ͘Η:Ğůů^Đŝϭϭϳ;Wƚ
ϱͿ͗ϲϲϳͲϲϳϱ͘
^ƉĞŶŶǇ͕D͘>͕͘W͘DƵĂŶŐŵĂŶ͕^͘Z͘^ƵůůŝǀĂŶ͕E͘t͘ƵŶŶĞƚƚ͕:͘͘ŶƐĞů͕:͘͘KůĞƌƵĚĂŶĚE͘^͘'ŝďƌĂŶ
;ϮϬϬϮͿ͘ΗEĞƵƚƌĂůĞŶĚŽƉĞƉƚŝĚĂƐĞŝŶŚŝďŝƚŝŽŶŝŶĚŝĂďĞƚŝĐǁŽƵŶĚƌĞƉĂŝƌ͘ΗtŽƵŶĚZĞƉĂŝƌZĞŐĞŶϭϬ;ϱͿ͗
ϮϵϱͲϯϬϭ͘
^ƉƌĂǀĐŚŝŬŽǀ͕ E͕͘ '͘ ^ŝǌǇĂŬŽǀ͕ D͘ 'ĂƌƚƐďĞŝŶ͕ ͘ ĐĐŝůŝ͕ d͘ dĞŶŶĞŶďĂƵŵ ĂŶĚ ͘ tĞƌƚŚĞŝŵĞƌ ;ϮϬϬϭͿ͘
Η'ůƵĐŽƐĞĞĨĨĞĐƚƐŽŶƐŬŝŶŬĞƌĂƚŝŶŽĐǇƚĞƐ͗ŝŵƉůŝĐĂƚŝŽŶƐĨŽƌĚŝĂďĞƚĞƐƐŬŝŶĐŽŵƉůŝĐĂƚŝŽŶƐ͘ΗŝĂďĞƚĞƐ
ϱϬ;ϳͿ͗ϭϲϮϳͲϭϲϯϱ͘
^ƚĂĚůĞƌ͕/͕͘Z͘Ͳz͘ŚĂŶŐ͕W͘KƐŬŽƵŝ͕D͘͘^͘^͘tŚŝƚƚĂŬĞƌĂŶĚZ͘:͘>ĂŶǌĂĨĂŵĞ;ϮϬϬϰͿ͘ΗĞǀĞůŽƉŵĞŶƚŽĨĂ
^ŝŵƉůĞ͕ EŽŶŝŶǀĂƐŝǀĞ͕ ůŝŶŝĐĂůůǇ ZĞůĞǀĂŶƚDŽĚĞů ŽĨ WƌĞƐƐƵƌĞhůĐĞƌƐ ŝŶ ƚŚĞDŽƵƐĞ͘Η :ŽƵƌŶĂů ŽĨ
/ŶǀĞƐƚŝŐĂƚŝǀĞ^ƵƌŐĞƌǇϭϳ;ϰͿ͗ϮϮϭͲϮϮϳ͘
^ƚĞŝŶ͕͘d͕͘͘͘hĨƌĞƚͲsŝŶĐĞŶƚǇ͕>͘,ƵĂ͕>͘&͘^ĂŶƚĂŶĂĂŶĚ^͘͘'ŽƌĚŽŶ;ϮϬϬϲͿ͘ΗWŚŽƐƉŚŽŝŶŽƐŝƚŝĚĞϯͲ
ŬŝŶĂƐĞ ďŝŶĚƐ ƚŽ dZWsϭ ĂŶĚ ŵĞĚŝĂƚĞƐ E'&ͲƐƚŝŵƵůĂƚĞĚ dZWsϭ ƚƌĂĨĨŝĐŬŝŶŐ ƚŽ ƚŚĞ ƉůĂƐŵĂ
ŵĞŵďƌĂŶĞ͘Η:'ĞŶWŚǇƐŝŽůϭϮϴ;ϱͿ͗ϱϬϵͲϱϮϮ͘
^ƚĞŝŶĞƌƚ͕W͘D͘ĂŶĚ>͘E͘DĂƌĞŬŽǀ;ϭϵϵϱͿ͘ΗdŚĞƉƌŽƚĞŝŶƐĞůĂĨŝŶ͕ĨŝůĂŐŐƌŝŶ͕ŬĞƌĂƚŝŶŝŶƚĞƌŵĞĚŝĂƚĞĨŝůĂŵĞŶƚƐ͕
ůŽƌŝĐƌŝŶ͕ĂŶĚƐŵĂůůƉƌŽůŝŶĞͲƌŝĐŚƉƌŽƚĞŝŶƐϭĂŶĚϮĂƌĞŝƐŽĚŝƉĞƉƚŝĚĞĐƌŽƐƐͲůŝŶŬĞĚĐŽŵƉŽŶĞŶƚƐŽĨƚŚĞ
ŚƵŵĂŶĞƉŝĚĞƌŵĂůĐŽƌŶŝĨŝĞĚĐĞůůĞŶǀĞůŽƉĞ͘Η:ŝŽůŚĞŵϮϳϬ;ϯϬͿ͗ϭϳϳϬϮͲϭϳϳϭϭ͘
^ƚĞŝŶŚŽĨĨ͕D͕͘^͘^ƚĂŶĚĞƌ͕^͘^ĞĞůŝŐĞƌ͕:͘͘ŶƐĞů͕D͘^ĐŚŵĞůǌĂŶĚd͘>ƵŐĞƌ;ϮϬϬϯͿ͘ΗDŽĚĞƌŶĂƐƉĞĐƚƐŽĨ
ĐƵƚĂŶĞŽƵƐŶĞƵƌŽŐĞŶŝĐŝŶĨůĂŵŵĂƚŝŽŶ͘ΗƌĐŚĞƌŵĂƚŽůϭϯϵ;ϭϭͿ͗ϭϰϳϵͲϭϰϴϴ͘
^ƚŽũĂĚŝŶŽǀŝĐ͕K͕͘,͘ƌĞŵ͕͘sŽƵƚŚŽƵŶŝƐ͕͘>ĞĞ͕:͘&ĂůůŽŶ͕D͘^ƚĂůůĐƵƉ͕͘DĞƌĐŚĂŶƚ͕Z͘͘'ĂůŝĂŶŽĂŶĚ
D͘dŽŵŝĐͲĂŶŝĐ ;ϮϬϬϱͿ͘ΗDŽůĞĐƵůĂƌƉĂƚŚŽŐĞŶĞƐŝƐŽĨĐŚƌŽŶŝĐǁŽƵŶĚƐ͗ ƚŚĞƌŽůĞŽĨďĞƚĂͲĐĂƚĞŶŝŶ
ĂŶĚĐͲŵǇĐŝŶƚŚĞŝŶŚŝďŝƚŝŽŶŽĨĞƉŝƚŚĞůŝĂůŝǌĂƚŝŽŶĂŶĚǁŽƵŶĚŚĞĂůŝŶŐ͘Ηŵ:WĂƚŚŽůϭϲϳ;ϭͿ͗ϱϵͲϲϵ͘
^ƚƌƵĚǁŝĐŬ͕y͘>͕͘͘>͘>ĂŶŐ͕>͘͘^ŵŝƚŚĂŶĚ͘:͘ŽǁŝŶ;ϮϬϭϱͿ͘ΗŽŵďŝŶĂƚŝŽŶŽĨůŽǁĐĂůĐŝƵŵǁŝƚŚzͲ
ϮϳϲϯϮ ƌŽĐŬ ŝŶŚŝďŝƚŽƌ ŝŶĐƌĞĂƐĞƐ ƚŚĞƉƌŽůŝĨĞƌĂƚŝǀĞ ĐĂƉĂĐŝƚǇ͕ ĞǆƉĂŶƐŝŽŶƉŽƚĞŶƚŝĂů ĂŶĚ ůŝĨĞƐƉĂŶŽĨ
ƉƌŝŵĂƌǇ ŚƵŵĂŶ ŬĞƌĂƚŝŶŽĐǇƚĞƐ ǁŚŝůĞ ƌĞƚĂŝŶŝŶŐ ƚŚĞŝƌ ĐĂƉĂĐŝƚǇ ƚŽ ĚŝĨĨĞƌĞŶƚŝĂƚĞ ŝŶƚŽ ƐƚƌĂƚŝĨŝĞĚ
ĞƉŝĚĞƌŵŝƐŝŶĂϯƐŬŝŶŵŽĚĞů͘ΗW>Ž^KŶĞϭϬ;ϰͿ͘
^ƵĞŬŝ͕,͕͘͘dĞůĞŐĂŶĂŶĚ'͘&͘DƵƌƉŚǇ;ϭϵϵϱͿ͘ΗŽŵƉƵƚĞƌͲĂƐƐŝƐƚĞĚƚŚƌĞĞͲĚŝŵĞŶƐŝŽŶĂůƌĞĐŽŶƐƚƌƵĐƚŝŽŶ
ŽĨŚƵŵĂŶĚĞƌŵĂůĚĞŶĚƌŽĐǇƚĞƐ͘Η:/ŶǀĞƐƚĞƌŵĂƚŽůϭϬϱ;ϱͿ͗ϳϬϰͲϳϬϴ͘
^ƵůůŝǀĂŶ͕<͘͕͘^͘/͘>ĞŶƚǌ͕:͘>͘ZŽďĞƌƚƐ͕:ƌ͘ĂŶĚ͘>͘&ĞůĚŵĂŶ;ϮϬϬϴͿ͘ΗƌŝƚĞƌŝĂĨŽƌĐƌĞĂƚŝŶŐĂŶĚĂƐƐĞƐƐŝŶŐ
ŵŽƵƐĞŵŽĚĞůƐŽĨĚŝĂďĞƚŝĐŶĞƵƌŽƉĂƚŚǇ͘ΗƵƌƌƌƵŐdĂƌŐĞƚƐϵ;ϭͿ͗ϯͲϭϯ͘
^ƵŵŝŽŬĂ͕ d͕͘ z͘ KŬĂĚĂ͕ W͘ ^͘ ZĞŝŶĂĐŚ͕ <͘ ^ŚŝƌĂŝ͕ D͘ DŝǇĂũŝŵĂ͕ K͘ zĂŵĂŶĂŬĂ ĂŶĚ ^͘ ^ĂŝŬĂ ;ϮϬϭϰͿ͘
Η/ŵƉĂŝƌŵĞŶƚ ŽĨ ĐŽƌŶĞĂů ĞƉŝƚŚĞůŝĂů ǁŽƵŶĚ ŚĞĂůŝŶŐ ŝŶ Ă dZWsϭͲĚĞĨŝĐŝĞŶƚ ŵŽƵƐĞ͘Η /ŶǀĞƐƚ
KƉŚƚŚĂůŵŽůsŝƐ^Đŝϱϱ;ϱͿ͗ϯϮϵϱͲϯϯϬϮ͘
^ƵŶ͕͘<͕͘͘^ŝƉƌĂƐŚǀŝůŝĂŶĚW͘͘<ŚĂǀĂƌŝ;ϮϬϭϰͿ͘ΗĚǀĂŶĐĞƐŝŶƐŬŝŶŐƌĂĨƚŝŶŐĂŶĚƚƌĞĂƚŵĞŶƚŽĨĐƵƚĂŶĞŽƵƐ
ǁŽƵŶĚƐ͘Η^ĐŝĞŶĐĞϯϰϲ;ϲϮϭϮͿ͗ϵϰϭͲϵϰϱ͘
^ƵŶĚďĞƌŐ͕:͘;ϭϵϵϰͿ͘,ĂŶĚďŽŽŬŽĨDŽƵƐĞDƵƚĂƚŝŽŶƐǁŝƚŚ^ŬŝŶĂŶĚ,ĂŝƌďŶŽƌŵĂůŝƚŝĞƐ͗ŶŝŵĂůDŽĚĞůƐ
ĂŶĚŝŽŵĞĚŝĐĂůdŽŽůƐ͘ŽĐĂZĂƚŽŶ͕&ůŽƌŝĚĂ͕ZWƌĞƐƐ͘
^ƵŶĚďĞƌŐ͕:͘W͘ĂŶĚ>͘͘<ŝŶŐ͕:ƌ͘;ϭϵϵϲͿ͘ΗDŽƵƐĞŵƵƚĂƚŝŽŶƐĂƐĂŶŝŵĂůŵŽĚĞůƐĂŶĚďŝŽŵĞĚŝĐĂůƚŽŽůƐĨŽƌ
ĚĞƌŵĂƚŽůŽŐŝĐĂůƌĞƐĞĂƌĐŚ͘Η:/ŶǀĞƐƚĞƌŵĂƚŽůϭϬϲ;ϮͿ͗ϯϲϴͲϯϳϲ͘
^ƵŶĚďĞƌŐ͕ W͘ ;ϮϬϬϰͿ͘ ^ŬŝŶĂŶĚĂĚŶĞǆĂŽĨ ƚŚĞ ůĂďŽƌĂƚŽƌǇŵŽƵƐĞ͘ dŚĞ >ĂďŽƌĂƚŽƌǇDŽƵƐĞ͘,͘,͘ Ă͘'͘
ƵůůŽĐŬ͘^ĂŶŝĞŐŽ͕ůƐĞǀŝĞƌĐĂĚĞŵŝĐWƌĞƐƐ͗ϭϵϱͲϮϬϲ͘
^ƵŶŐ͕͘W͕͘͘:͘ƌůĞƚŚ͕E͘ŝǇĂƌ͕W͘<͘ŚĂƚŶĂŐĂƌ͕W͘'͘>ǇƐŬŽĂŶĚ'͘&ĞƵĞƌƐƚĞŝŶ;ϭϵϵϮͿ͘Η'ZWƐƚŝŵƵůĂƚĞƐ
ƚŚĞĂĚŚĞƐŝŽŶŽĨůĞƵŬŽĐǇƚĞƐƚŽǀĂƐĐƵůĂƌĞŶĚŽƚŚĞůŝĂůĐĞůůƐ͘ΗWĞƉƚŝĚĞƐϭϯ;ϯͿ͗ϰϮϵͲϰϯϰ͘
^ƵƉŽǁŝƚ͕^͘͕͘,͘ŚĂŽĂŶĚ͘:͘ŝWĞƚƚĞ;ϮϬϬϭͿ͘ΗEĞƌǀĞŐƌŽǁƚŚĨĂĐƚŽƌĞŶŚĂŶĐĞƐĐĂůĐŝƚŽŶŝŶŐĞŶĞͲƌĞůĂƚĞĚ
ƉĞƉƚŝĚĞĞǆƉƌĞƐƐŝŽŶŝŶƚŚĞƐƉŽŶƚĂŶĞŽƵƐůǇŚǇƉĞƌƚĞŶƐŝǀĞƌĂƚ͘Η,ǇƉĞƌƚĞŶƐŝŽŶϯϳ;ϮWƚϮͿ͗ϳϮϴͲϳϯϮ͘
ZĠĨĠƌĞŶĐĞƐďŝďůŝŽŐƌĂƉŚŝƋƵĞƐ 
ϭϳϳ
 
^Ƶƌŝ͕͘ĂŶĚ͘^ǌĂůůĂƐŝ;ϮϬϬϴͿ͘ΗdŚĞĞŵĞƌŐŝŶŐƌŽůĞŽĨdZWsϭŝŶĚŝĂďĞƚĞƐĂŶĚŽďĞƐŝƚǇ͘ΗdƌĞŶĚƐWŚĂƌŵĂĐŽů
^ĐŝϮϵ;ϭͿ͗ϮϵͲϯϲ͘
^ƵƐĂŬŝ͕ z͕͘ ^͘ ^ŚŝŵŝǌƵ͕ <͘ <ĂƚĂŬƵƌĂ͕ E͘ tĂƚĂŶĂďĞ͕ <͘ <ĂǁĂŵŽƚŽ͕ D͘ DĂƚƐƵŵŽƚŽ͕ D͘ dƐƵĚǌƵŬŝ͕ d͘
&ƵƌƵƐĂŬĂ͕z͘<ŝƚĂŵƵƌĂĂŶĚ,͘DĂƚƐƵĚĂ;ϭϵϵϲͿ͘Η&ƵŶĐƚŝŽŶĂůƉƌŽƉĞƌƚŝĞƐŽĨŵƵƌŝŶĞŵĂĐƌŽƉŚĂŐĞƐ
ƉƌŽŵŽƚĞĚďǇŶĞƌǀĞŐƌŽǁƚŚĨĂĐƚŽƌ͘ΗůŽŽĚϴϴ;ϭϮͿ͗ϰϲϯϬͲϰϲϯϳ͘
dĂŬĂŚĂƐŚŝ͕D͕͘D͘zĂŵĂĚĂĂŶĚz͘z͘d͘DĂĐŚŝĚĂ;ϭϵϴϰͿ͘ΗŶĞǁŵĞƚŚŽĚƚŽĞǀĂůƵĂƚĞƚŚĞƐŽĨƚĞŶŝŶŐĞĨĨĞĐƚ
ŽĨĐŽƐŵĞƚŝĐŝŶŐƌĞĚŝĞŶƚƐŽŶƚŚĞƐŬŝŶ͘Η:͘^ŽĐ͘ŽƐŵĞƚ͘ŚĞŵϯϱ;ϯͿ͗ϭϳϭͲϭϴϭ͘
dĂŬĞƐŚŝƚĂ͕ ^͕͘Z͘<ŝŬƵŶŽ͕<͘dĞǌƵŬĂĂŶĚ͘ŵĂŶŶ ;ϭϵϵϯͿ͘ ΗKƐƚĞŽďůĂƐƚͲƐƉĞĐŝĨŝĐ ĨĂĐƚŽƌϮ͗ ĐůŽŶŝŶŐŽĨĂ
ƉƵƚĂƚŝǀĞďŽŶĞĂĚŚĞƐŝŽŶƉƌŽƚĞŝŶǁŝƚŚŚŽŵŽůŽŐǇǁŝƚŚƚŚĞ ŝŶƐĞĐƚƉƌŽƚĞŝŶĨĂƐĐŝĐůŝŶ /͘ΗŝŽĐŚĞŵ:
Ϯϵϰ;WƚϭͿ͗ϮϳϭͲϮϳϴ͘
dĂůĂŐĂƐ͕ D͕͘ E͘ >ĞďŽŶǀĂůůĞƚ͕ &͘ ĞƌƚŚŽĚ ĂŶĚ >͘ DŝƐĞƌǇ ;ϮϬϭϵͿ͘ ΗƵƚĂŶĞŽƵƐ ŶŽĐŝĐĞƉƚŝŽŶ͗ ZŽůĞ ŽĨ
ŬĞƌĂƚŝŶŽĐǇƚĞƐ͘ΗǆƉĞƌŵĂƚŽů΀ƉƵďĂŚĞĂĚŽĨƉƌŝŶƚ΁͘
dĂŶĂŬĂ͕d͕͘<͘ĂŶŶŽ͕<͘/ŬĂŝĂŶĚ^͘/ŵĂŵƵƌĂ;ϭϵϴϴͿ͘ΗĨĨĞĐƚƐŽĨƐƵďƐƚĂŶĐĞWĂŶĚƐƵďƐƚĂŶĐĞ<ŽŶƚŚĞ
ŐƌŽǁƚŚŽĨĐƵůƚƵƌĞĚŬĞƌĂƚŝŶŽĐǇƚĞƐ͘Η:/ŶǀĞƐƚĞƌŵĂƚŽůϵϬ;ϯͿ͗ϯϵϵͲϰϬϭ͘
dĂǇůŽƌ͕<͘Z͕͘͘͘ŽƐƚĂŶǌŽĂŶĚ:͘D͘:ĂŵĞƐŽŶ;ϮϬϭϭͿ͘ΗǇƐĨƵŶĐƚŝŽŶĂůŐĂŵŵĂĚĞůƚĂdĐĞůůƐĐŽŶƚƌŝďƵƚĞƚŽ
ŝŵƉĂŝƌĞĚ ŬĞƌĂƚŝŶŽĐǇƚĞ ŚŽŵĞŽƐƚĂƐŝƐ ŝŶŵŽƵƐĞŵŽĚĞůƐ ŽĨ ŽďĞƐŝƚǇ͘Η : /ŶǀĞƐƚĞƌŵĂƚŽůϭϯϭ;ϭϮͿ͗
ϮϰϬϵͲϮϰϭϴ͘
dĞůůĞĐŚĞĂ͕͕͘͘<ĂĨĂŶĂƐ͕͘͘>ĞĂů͕&͘dĞĐŝůĂǌŝĐŚ͕^͘<ƵĐŚŝďŚŽƚůĂ͕D͘͘ƵƐƚĞƌ͕/͘<ŽŶƚŽĞƐ͕:͘WĂŽůŝŶŽ͕͘
ĂƌǀĂůŚŽ͕ >͘W͘EĂďǌĚǇŬĂŶĚ͘sĞǀĞƐ ;ϮϬϭϯͿ͘ Η/ŶĐƌĞĂƐĞĚ ƐŬŝŶ ŝŶĨůĂŵŵĂƚŝŽŶĂŶĚďůŽŽĚǀĞƐƐĞů
ĚĞŶƐŝƚǇŝŶŚƵŵĂŶĂŶĚĞǆƉĞƌŝŵĞŶƚĂůĚŝĂďĞƚĞƐ͘Η/Ŷƚ:>ŽǁǆƚƌĞŵtŽƵŶĚƐϭϮ;ϭͿ͗ϰͲϭϭ͘
dĞůůĞĐŚĞĂ͕͕͘͘͘>ĞĂů͕͘<ĂĨĂŶĂƐ͕D͘͘ƵƐƚĞƌ͕^͘<ƵĐŚŝďŚŽƚůĂ͕z͘KƐƚƌŽǀƐŬǇ͕&͘dĞĐŝůĂǌŝĐŚ͕͘ĂůƚǌŝƐ͕
z͘ŚĞŶŐ͕͘ĂƌǀĂůŚŽ͕:͘D͘ĂďŽůŽƚŶǇ͕͘tĞŶŐ͕͘WĞƚƌĂ͕͘WĂƚĞů͕^͘WĂŶĂŐŝŽƚŝĚŽƵ͕>͘WƌĂĚŚĂŶͲ
EĂďǌĚǇŬ͕ d͘ ͘ dŚĞŽŚĂƌŝĚĞƐ ĂŶĚ ͘ sĞǀĞƐ ;ϮϬϭϲͿ͘ ΗDĂƐƚ ĞůůƐ ZĞŐƵůĂƚĞ tŽƵŶĚ ,ĞĂůŝŶŐ ŝŶ
ŝĂďĞƚĞƐ͘ΗŝĂďĞƚĞƐϲϱ;ϳͿ͗ϮϬϬϲͲϮϬϭϵ͘
dĞƌĞŶŐŚŝ͕'͕͘͘DĂŶŶ͕W͘'͘<ŽƉĞůŵĂŶĂŶĚW͘ŶĂŶĚ;ϭϵϵϳͿ͘ΗƚƌŬĂŶĚƚƌŬĞǆƉƌĞƐƐŝŽŶŝƐŝŶĐƌĞĂƐĞĚŝŶ
ŚƵŵĂŶĚŝĂďĞƚŝĐƐŬŝŶ͘ΗEĞƵƌŽƐĐŝ>ĞƚƚϮϮϴ;ϭͿ͗ϯϯͲϯϲ͘
dŚƌĞƐŚ͕>͘;ϭϴϰϲͿ͘Η/ƐŽůĂƚŝŽŶŽĨĐĂƉƐĂŝĐŝŶ͘ΗWŚĂƌŵ͘:͘ϲ͗ϵϰϭ͘
dŽĚĂ͕D͕͘d͘^ƵǌƵŬŝ͕<͘,ŽƐŽŶŽ͕z͘<ƵƌŝŚĂƌĂ͕,͘<ƵƌŝŚĂƌĂ͕/͘,ĂǇĂƐŚŝ͕,͘<ŝƚĂƐĂƚŽ͕^͘,ŽŬĂĂŶĚD͘DĂũŝŵĂ
;ϮϬϬϴͿ͘ ΗZŽůĞƐ ŽĨ ĐĂůĐŝƚŽŶŝŶ ŐĞŶĞͲƌĞůĂƚĞĚ ƉĞƉƚŝĚĞ ŝŶ ĨĂĐŝůŝƚĂƚŝŽŶ ŽĨ ǁŽƵŶĚ ŚĞĂůŝŶŐ ĂŶĚ
ĂŶŐŝŽŐĞŶĞƐŝƐ͘ΗŝŽŵĞĚWŚĂƌŵĂĐŽƚŚĞƌϲϮ;ϲͿ͗ϯϱϮͲϯϱϵ͘
dŽŵŝŶĂŐĂ͕D͕͘D͘:͘ĂƚĞƌŝŶĂ͕͘͘DĂůŵďĞƌŐ͕d͘͘ZŽƐĞŶ͕,͘'ŝůďĞƌƚ͕<͘^ŬŝŶŶĞƌ͕͘͘ZĂƵŵĂŶŶ͕͘/͘
ĂƐďĂƵŵĂŶĚ͘:ƵůŝƵƐ;ϭϵϵϴͿ͘ΗdŚĞĐůŽŶĞĚĐĂƉƐĂŝĐŝŶƌĞĐĞƉƚŽƌŝŶƚĞŐƌĂƚĞƐŵƵůƚŝƉůĞƉĂŝŶͲƉƌŽĚƵĐŝŶŐ
ƐƚŝŵƵůŝ͘ΗEĞƵƌŽŶϮϭ;ϯͿ͗ϱϯϭͲϱϰϯ͘
dŽƌŝǇĂŵĂ͕z͕͘z͘/ĞƐĂƚŽ͕͘/ŵĂŝ͕d͘^ĂŬƵƌĂŝ͕͘<ĂŵŝǇŽƐŚŝ͕z͘/ĐŚŝŬĂǁĂͲ^ŚŝŶĚŽ͕,͘<ĂǁĂƚĞ͕͘zĂŵĂƵĐŚŝ͕
<͘ /ŐĂƌĂƐŚŝ͕ D͘ dĂŶĂŬĂ͕ d͘ >ŝƵ͕ y͘ yŝĂŶ͕ >͘ ŚĂŝ͕ ^͘ KǁĂ͕ d͘ DƵƌĂƚĂ ĂŶĚ d͘ ^ŚŝŶĚŽ ;ϮϬϭϱͿ͘
ΗWĂƚŚŽƉŚǇƐŝŽůŽŐŝĐĂůĨƵŶĐƚŝŽŶŽĨĞŶĚŽŐĞŶŽƵƐĐĂůĐŝƚŽŶŝŶŐĞŶĞͲƌĞůĂƚĞĚƉĞƉƚŝĚĞŝŶŽĐƵůĂƌǀĂƐĐƵůĂƌ
ĚŝƐĞĂƐĞƐ͘Ηŵ:WĂƚŚŽůϭϴϱ;ϲͿ͗ϭϳϴϯͲϭϳϵϰ͘
dƌƵǌǌŝ͕&͕͘͘DĂƌĐŽŶŝ͕W͘ƚǌĞŝ͕D͘͘WĂŶǌĂ͕Z͘>Žƚƚŝ͕<͘ĂůůĂŐůŝŽ͕Z͘dŝďĞƌŝŽ͕͘WĂůĂǌǌŽ͕͘sĂƐĐŚŝĞƌŝĂŶĚ
͘WŝŶĐĞůůŝ;ϮϬϭϭͿ͘ΗƉϳϱŶĞƵƌŽƚƌŽƉŚŝŶƌĞĐĞƉƚŽƌŵĞĚŝĂƚĞƐĂƉŽƉƚŽƐŝƐŝŶƚƌĂŶƐŝƚͲĂŵƉůŝĨǇŝŶŐĐĞůůƐĂŶĚ
ŝƚƐŽǀĞƌĞǆƉƌĞƐƐŝŽŶƌĞƐƚŽƌĞƐĐĞůůĚĞĂƚŚŝŶƉƐŽƌŝĂƚŝĐŬĞƌĂƚŝŶŽĐǇƚĞƐ͘ΗĞůůĞĂƚŚŝĨĨĞƌϭϴ;ϲͿ͗ϵϰϴͲ
ϵϱϴ͘
dƐĐŚĂĐŚůĞƌ͕ ͕͘ ͘ D͘ ZĞŝŶŝƐĐŚ͕ ͘ DĂǇĞƌ͕ <͘ WĂŝŚĂ͕ ,͘ >ĂƐƐŵĂŶŶ ĂŶĚt͘tĞŶŝŶŐĞƌ ;ϮϬϬϰͿ͘ Η^ŚĞĞƚ
ƉƌĞƉĂƌĂƚŝŽŶƐĞǆƉŽƐĞƚŚĞĚĞƌŵĂůŶĞƌǀĞƉůĞǆƵƐŽĨŚƵŵĂŶƐŬŝŶĂŶĚƌĞŶĚĞƌƚŚĞĚĞƌŵĂůŶĞƌǀĞĞŶĚ
ŽƌŐĂŶĂĐĐĞƐƐŝďůĞƚŽĞǆƚĞŶƐŝǀĞĂŶĂůǇƐŝƐ͘Η:/ŶǀĞƐƚĞƌŵĂƚŽůϭϮϮ;ϭͿ͗ϭϳϳͲϭϴϮ͘
hďĞƌƚŝ͕&͕͘s͘DŽƌƐĂŶƵƚŽ͕^͘'ŚŝƌůĂŶĚĂ͕^͘ZƵŐĂ͕E͘ůĞŵĞŶƚĞ͕͘ŽŝĞƌŝ͕Z͘ŽůĚŽƌŝŶŝĂŶĚ͘DŽůŝŶĂƌŝ
;ϮϬϭϴͿ͘Η,ŝŐŚůǇŝůƵƚĞĚĐĞƚǇůĐŚŽůŝŶĞWƌŽŵŽƚĞƐtŽƵŶĚZĞƉĂŝƌŝŶĂŶ/ŶsŝǀŽDŽĚĞů͘ΗĚǀtŽƵŶĚ
ĂƌĞϳ;ϰͿ͗ϭϮϭͲϭϯϯ͘
hĚĂǁĞůĂ͕D͕͘'͘ŚƌŝƐƚŽƉŽƵůŽƐ͕D͘DŽƌĨŝƐ͕͘ŚƌŝƐƚŽƉŽƵůŽƐ͕ ^͘ zĞ͕E͘dŝůĂŬĂƌĂƚŶĞĂŶĚW͘D͘^ĞǆƚŽŶ
;ϮϬϬϲͿ͘ΗĐƌŝƚŝĐĂůƌŽůĞĨŽƌƚŚĞƐŚŽƌƚŝŶƚƌĂĐĞůůƵůĂƌƚĞƌŵŝŶƵƐŝŶƌĞĐĞƉƚŽƌĂĐƚŝǀŝƚǇͲŵŽĚŝĨǇŝŶŐƉƌŽƚĞŝŶ
ĨƵŶĐƚŝŽŶ͘ΗDŽůWŚĂƌŵĂĐŽůϳϬ;ϱͿ͗ϭϳϱϬͲϭϳϲϬ͘
hŵ͕:͕͘E͘:ƵŶŐ͕^͘ŚŝŶ͕z͘ŚŽ͕^͘ŚŽŝĂŶĚ<͘^͘WĂƌŬ;ϮϬϭϲͿ͘Η^ƵďƐƚĂŶĐĞWĞŶŚĂŶĐĞƐWŵŽďŝůŝǌĂƚŝŽŶ
ĨŽƌĂĐĐĞůĞƌĂƚĞĚǁŽƵŶĚŚĞĂůŝŶŐ͘ΗtŽƵŶĚZĞƉĂŝƌZĞŐĞŶϮϰ;ϮͿ͗ϰϬϮͲϰϭϬ͘
hŶŝƉƌŽƚͲZWϵ͘ ;Ϭϴ DĂǇ ϮϬϭϵͿ͘ ΗhŶŝWƌŽƚ< Ͳ Kϳϱϱϳϱ ;ZWϵͺ,hDEͿ͘Η ĨƌŽŵ
ŚƚƚƉƐ͗ͬͬǁǁǁ͘ƵŶŝƉƌŽƚ͘ŽƌŐͬƵŶŝƉƌŽƚͬKϳϱϱϳϱ͘
ZĠĨĠƌĞŶĐĞƐďŝďůŝŽŐƌĂƉŚŝƋƵĞƐ 
ϭϳϴ
 
hŶŝƉƌŽƚ Ͳ>͘ ;Ϭϴ DĂǇ ϮϬϭϵͿ͘ ΗhŶŝWƌŽƚ< Ͳ Yϵϵ:Ϭ ;>ͺDKh^Ϳ͘Η ĨƌŽŵ
ŚƚƚƉƐ͗ͬͬǁǁǁ͘ƵŶŝƉƌŽƚ͘ŽƌŐͬƵŶŝƉƌŽƚͬYϵϵ:Ϭ͘
hƐƵŝ͕D͘>͕͘:͘E͘DĂŶƐďƌŝĚŐĞ͕t͘'͘ĂƌƚĞƌ͕D͘&ƵũŝƚĂĂŶĚ:͘͘KůĞƌƵĚ;ϮϬϬϴͿ͘Η<ĞƌĂƚŝŶŽĐǇƚĞŵŝŐƌĂƚŝŽŶ͕
ƉƌŽůŝĨĞƌĂƚŝŽŶ͕ ĂŶĚ ĚŝĨĨĞƌĞŶƚŝĂƚŝŽŶ ŝŶ ĐŚƌŽŶŝĐ ƵůĐĞƌƐ ĨƌŽŵ ƉĂƚŝĞŶƚƐ ǁŝƚŚ ĚŝĂďĞƚĞƐ ĂŶĚ ŶŽƌŵĂů
ǁŽƵŶĚƐ͘Η:,ŝƐƚŽĐŚĞŵǇƚŽĐŚĞŵϱϲ;ϳͿ͗ϲϴϳͲϲϵϲ͘
sĞƐƚǁĞďĞƌ͕͘;ϮϬϭϱͿ͘Η,ŽǁůĞƵŬŽĐǇƚĞƐĐƌŽƐƐƚŚĞǀĂƐĐƵůĂƌĞŶĚŽƚŚĞůŝƵŵ͘ΗEĂƚZĞǀ/ŵŵƵŶŽůϭϱ;ϭϭͿ͗ϲϵϮͲ
ϳϬϰ͘
sĞƚƌƵŐŶŽ͕ Z͕͘ Z͘ >ŝŐƵŽƌŝ͕ W͘ ŽƌƚĞůůŝ ĂŶĚ W͘ DŽŶƚĂŐŶĂ ;ϮϬϬϯͿ͘ Η^ǇŵƉĂƚŚĞƚŝĐ ƐŬŝŶ ƌĞƐƉŽŶƐĞ͗ ďĂƐŝĐ
ŵĞĐŚĂŶŝƐŵƐĂŶĚĐůŝŶŝĐĂůĂƉƉůŝĐĂƚŝŽŶƐ͘ΗůŝŶƵƚŽŶZĞƐϭϯ;ϰͿ͗ϮϱϲͲϮϳϬ͘
sŽƵŝůůĂƌŵĞƚ͕:͕͘͘:ŽƐƐĞƚͲ>ĂŵĂƵŐĂƌŶǇ͕W͘DŝĐŚŽŶ͕:͘>͘^ĂƵŵĞƚ͕͘<ŽŝƚŬĂͲtĞďĞƌ͕^͘,ĞŶŶŝ͕͘&ƌŽŵǇĂŶĚ
͘^ŝŐĂƵĚŽͲZŽƵƐƐĞů;ϮϬϭϵͿ͘ΗEĞƵƌŽǀĂƐĐƵůĂƌZĞƐƉŽŶƐĞƚŽWƌĞƐƐƵƌĞŝŶWĂƚŝĞŶƚƐtŝƚŚŝĂďĞƚŝĐ&ŽŽƚ
hůĐĞƌ͘ΗŝĂďĞƚĞƐϲϴ;ϰͿ͗ϴϯϮͲϴϯϲ͘
tĂůĐŚĞƌ͕:͕͘:͘KũĞĚĂͲůŽŶƐŽ͕:͘,ĂƐĞůĞƵ͕D͘<͘KŽƐƚŚƵŝǌĞŶ͕͘,͘ZŽǁĞ͕E͘͘ĞŶŶĞƚƚĂŶĚ'͘Z͘>ĞǁŝŶ
;ϮϬϭϴͿ͘Η^ƉĞĐŝĂůŝǌĞĚŵĞĐŚĂŶŽƌĞĐĞƉƚŽƌƐǇƐƚĞŵƐŝŶƌŽĚĞŶƚŐůĂďƌŽƵƐƐŬŝŶ͘Η:WŚǇƐŝŽůϱϵϲ;ϮϬͿ͗ϰϵϵϱͲ
ϱϬϭϲ͘
tĂůůĞŶŐƌĞŶ͕:͕͘͘ŚĞŶĂŶĚ&͘^ƵŶĚůĞƌ;ϭϵϵϵͿ͘ΗEĞƵƌŽƉĞƉƚŝĚĞͲĐŽŶƚĂŝŶŝŶŐͲĨŝďƌĞƐĂŶĚǁŽƵŶĚŚĞĂůŝŶŐ
ŝŶƌĂƚƐŬŝŶ͘EĞŝƚŚĞƌĐĂƉƐĂŝĐŝŶŶŽƌƉĞƌŝƉŚĞƌĂůŶĞƵƌŽƚŽŵǇĂĨĨĞĐƚƚŚĞƌĂƚĞŽĨŚĞĂůŝŶŐ͘Ηƌ:ĞƌŵĂƚŽů
ϭϰϬ;ϯͿ͗ϰϬϬͲϰϬϴ͘
tĂůůƆĞ͕ >͘ ;ϮϬϭϱͿ͘ ΗƌƚĞƌŝŽͲǀĞŶŽƵƐ ĂŶĂƐƚŽŵŽƐĞƐ ŝŶ ƚŚĞ ŚƵŵĂŶ ƐŬŝŶ ĂŶĚ ƚŚĞŝƌ ƌŽůĞ ŝŶ ƚĞŵƉĞƌĂƚƵƌĞ
ĐŽŶƚƌŽů͘ΗdĞŵƉĞƌĂƚƵƌĞϯ;ϭͿ͗ϵϮͲϭϬϯ͘
tĂŶŐ͕,͕͘>͘yŝŶŐ͕t͘>ŝ͕>͘,ŽƵ͕:͘'ƵŽĂŶĚy͘tĂŶŐ;ϮϬϬϮͿ͘ΗWƌŽĚƵĐƚŝŽŶĂŶĚƐĞĐƌĞƚŝŽŶŽĨĐĂůĐŝƚŽŶŝŶ
ŐĞŶĞͲƌĞůĂƚĞĚƉĞƉƚŝĚĞĨƌŽŵŚƵŵĂŶůǇŵƉŚŽĐǇƚĞƐ͘Η:EĞƵƌŽŝŵŵƵŶŽůϭϯϬ;ϭͲϮͿ͗ϭϱϱͲϭϲϮ͘
tĂŶŐ͕Y͕͘&͘&͘EŝĞ͕y͘ŚĂŽĂŶĚ͘>͘YŝŶ;ϮϬϬϳͿ͘Η΀dŚĞĞǆƉƌĞƐƐŝŽŶŽĨƉĞƌŝŽƐƚŝŶŝŶŚǇƉĞƌƉůĂƐŝĐƐĐĂƌƐĂŶĚ
ƚŚĞƌĞůĂƚŝŽŶƐƚŽd'&ͲďĞƚĂϭĂŶĚŝƚƐƌĞĐĞƉƚŽƌƐ΁͘ΗŚŽŶŐŚƵĂŚĞŶŐyŝŶŐtĂŝ<ĞĂŚŝϮϯ;ϯͿ͗ϮϮϵͲ
ϮϯϮ͘
tĂŶŐ͕z͕͘<͘DĂƌƐŚĂůů͕z͘ĂďĂ͕'͘'ĞƌůŝŶŐĂŶĚ͘>ƵŵƉŬŝŶ;ϮϬϭϯͿ͘Η,ǇƉĞƌĞůĂƐƚŝĐDĂƚĞƌŝĂůWƌŽƉĞƌƚŝĞƐŽĨ
DŽƵƐĞ^ŬŝŶƵŶĚĞƌŽŵƉƌĞƐƐŝŽŶ͘ΗW>Ž^KŶĞϴ;ϲͿ͗Ğϲϳϰϯϵ͘
tĂŶŐ͕ z͘E͕͘ <͘ >ĞĞĂŶĚt͘Z͘ >ĞĚŽƵǆ ;ϮϬϭϭͿ͘ Η,ŝƐƚŽŵŽƌƉŚŽůŽŐŝĐĂů ĞǀĂůƵĂƚŝŽŶŽĨĚŝĂďĞƚŝĐ ĂŶĚŶŽŶͲ
ĚŝĂďĞƚŝĐƉůĂŶƚĂƌƐŽĨƚƚŝƐƐƵĞ͘Η&ŽŽƚŶŬůĞ/ŶƚϯϮ;ϴͿ͗ϴϬϮͲϴϭϬ͘
tĂƌŶĞƌ͕ Z͘ Z͕͘ <͘ :͘ ^ƚŽŶĞ ĂŶĚ z͘ >͘ ŽŝƐƐǇ ;ϮϬϬϯͿ͘ Η,ǇĚƌĂƚŝŽŶ ĚŝƐƌƵƉƚƐ ŚƵŵĂŶ ƐƚƌĂƚƵŵ ĐŽƌŶĞƵŵ
ƵůƚƌĂƐƚƌƵĐƚƵƌĞ͘Η:/ŶǀĞƐƚĞƌŵĂƚŽůϭϮϬ;ϮͿ͗ϮϳϱͲϮϴϰ͘
tĞŚƌŵĂŶ͕d͕͘y͘,Ğ͕͘ZĂĂď͕͘ƵŬŝƉĂƚƚŝ͕,͘ůĂƵĂŶĚ<͘͘'ĂƌĐŝĂ;ϮϬϬϳͿ͘Η^ƚƌƵĐƚƵƌĂůĂŶĚŵĞĐŚĂŶŝƐƚŝĐ
ŝŶƐŝŐŚƚƐŝŶƚŽŶĞƌǀĞŐƌŽǁƚŚĨĂĐƚŽƌŝŶƚĞƌĂĐƚŝŽŶƐǁŝƚŚƚŚĞdƌŬĂŶĚƉϳϱƌĞĐĞƉƚŽƌƐ͘ΗEĞƵƌŽŶϱϯ;ϭͿ͗
ϮϱͲϯϴ͘
tĞŝ͕:͘͘:͕͘'͘͘ĚǁĂƌĚƐ͕͘:͘DĂƌƚŝŶ͕,͘,ƵĂŶŐ͕D͘>͘ƌŝĐŚƚŽŶĂŶĚD͘͘&͘<ĞŶĚĂůů;ϮϬϭϳͿ͘ΗůůŽŵĞƚƌŝĐ
ƐĐĂůŝŶŐŽĨƐŬŝŶƚŚŝĐŬŶĞƐƐ͕ĞůĂƐƚŝĐŝƚǇ͕ǀŝƐĐŽĞůĂƐƚŝĐŝƚǇƚŽŵĂƐƐĨŽƌŵŝĐƌŽͲŵĞĚŝĐĂůĚĞǀŝĐĞƚƌĂŶƐůĂƚŝŽŶ͗
ĨƌŽŵŵŝĐĞ͕ƌĂƚƐ͕ƌĂďďŝƚƐ͕ƉŝŐƐƚŽŚƵŵĂŶƐ͘Η^ĐŝZĞƉϳ;ϭͿ͗ϬϭϳͲϭϱϴϯϬ͘
tĞŝŶƐƚĞŝŶ͕͘D͘;ϮϬϬϱͿ͘ΗsĞƐƐĞůƐĂŶĚŶĞƌǀĞƐ͗ŵĂƌĐŚŝŶŐƚŽƚŚĞƐĂŵĞƚƵŶĞ͘ΗĞůůϭϮϬ;ϯͿ͗ϮϵϵͲϯϬϮ͘
tĞŶĚĞ͕,͕͘^͘'͘>ĞĐŚŶĞƌ͕͘ŚĞƌĞƚ͕^͘ŽƵƌĂŶĞ͕D͘͘<ŽůĂŶĐǌǇŬ͕͘WĂƚƚǇŶ͕<͘ZĞƵƚĞƌ͕&͘>͘DƵŶŝĞƌ͕W͘
ĂƌƌŽůů͕'͘Z͘ >ĞǁŝŶĂŶĚ͘ŝƌĐŚŵĞŝĞƌ ;ϮϬϭϮͿ͘ ΗdŚĞ ƚƌĂŶƐĐƌŝƉƚŝŽŶ ĨĂĐƚŽƌ ĐͲDĂĨĐŽŶƚƌŽůƐ ƚŽƵĐŚ
ƌĞĐĞƉƚŽƌĚĞǀĞůŽƉŵĞŶƚĂŶĚĨƵŶĐƚŝŽŶ͘Η^ĐŝĞŶĐĞϯϯϱ;ϲϬϳϰͿ͗ϭϯϳϯͲϭϯϳϲ͘
tĞƌŶĞƌ͕^ ͘ĂŶĚZ͘'ƌŽƐĞ;ϮϬϬϯͿ͘ΗZĞŐƵůĂƚŝŽŶŽĨǁŽƵŶĚŚĞĂůŝŶŐďǇŐƌŽǁƚŚĨĂĐƚŽƌƐĂŶĚĐǇƚŽŬŝŶĞƐ͘ΗWŚǇƐŝŽů
ZĞǀϴϯ;ϯͿ͗ϴϯϱͲϴϳϬ͘
tĞƌƚŚĞŝŵĞƌ͕ ͕͘E͘ ^ƉƌĂǀĐŚŝŬŽǀ͕D͘ dƌĞďŝĐǌ͕D͘'ĂƌƚƐďĞŝŶ͕͘ĐĐŝůŝ͕ /͘ǀŝŶŽĂŚ͕ ^͘EŽĨĞŚͲDŽƐĞƐ͕'͘
^ŝǌǇĂŬŽǀĂŶĚd͘dĞŶŶĞŶďĂƵŵ;ϮϬϬϭͿ͘ΗdŚĞƌĞŐƵůĂƚŝŽŶŽĨƐŬŝŶƉƌŽůŝĨĞƌĂƚŝŽŶĂŶĚĚŝĨĨĞƌĞŶƚŝĂƚŝŽŶŝŶ
ƚŚĞ/ZŶƵůůŵŽƵƐĞ͗ŝŵƉůŝĐĂƚŝŽŶƐĨŽƌƐŬŝŶĐŽŵƉůŝĐĂƚŝŽŶƐŽĨĚŝĂďĞƚĞƐ͘ΗŶĚŽĐƌŝŶŽůŽŐǇϭϰϮ;ϯͿ͗ϭϮϯϰͲ
ϭϮϰϭ͘
tĞƐƐůĞƌ͕/͘ĂŶĚ͘:͘<ŝƌŬƉĂƚƌŝĐŬ;ϮϬϬϴͿ͘ΗĐĞƚǇůĐŚŽůŝŶĞďĞǇŽŶĚŶĞƵƌŽŶƐ͗ƚŚĞŶŽŶͲŶĞƵƌŽŶĂůĐŚŽůŝŶĞƌŐŝĐ
ƐǇƐƚĞŵŝŶŚƵŵĂŶƐ͘Ηƌ:WŚĂƌŵĂĐŽůϭϱϰ;ϴͿ͗ϭϱϱϴͲϭϱϳϭ͘
tŝĞƐŶĞƌͲDĞŶǌĞů͕ >͕͘ ͘ ^ĐŚƵůǌ͕ &͘ sĂŬŝůǌĂĚĞŚ ĂŶĚ ͘ D͘ ǌĂƌŶĞƚǌŬŝ ;ϭϵϴϭͿ͘ ΗůĞĐƚƌŽŶ ŵŝĐƌŽƐĐŽƉŝĐĂů
ĞǀŝĚĞŶĐĞĨŽƌĂĚŝƌĞĐƚĐŽŶƚĂĐƚďĞƚǁĞĞŶŶĞƌǀĞĨŝďƌĞƐĂŶĚŵĂƐƚĐĞůůƐ͘ΗĐƚĂĞƌŵsĞŶĞƌĞŽůϲϭ;ϲͿ͗
ϰϲϱͲϰϲϵ͘
tŝĞƚĞĐŚĂ͕D͘^͕͘t͘>͘ĞƌŶǇĂŶĚ>͘͘ŝWŝĞƚƌŽ;ϮϬϭϯͿ͘ΗDĞĐŚĂŶŝƐŵƐŽĨǀĞƐƐĞůƌĞŐƌĞƐƐŝŽŶ͗ƚŽǁĂƌĚĂŶ
ƵŶĚĞƌƐƚĂŶĚŝŶŐŽĨƚŚĞƌĞƐŽůƵƚŝŽŶŽĨĂŶŐŝŽŐĞŶĞƐŝƐ͘ΗƵƌƌdŽƉDŝĐƌŽďŝŽů/ŵŵƵŶŽůϯϲϳ͗ϯͲϯϮ͘
ZĠĨĠƌĞŶĐĞƐďŝďůŝŽŐƌĂƉŚŝƋƵĞƐ 
ϭϳϵ
 
tŝůŐƵƐ͕d͘͕͘z͘sŽĚŽǀŽƚǌ͕͘sŝƚƚĂĚŝŶŝ͕͘͘ůƵďďƐĂŶĚd͘D͘KďĞƌǇƐǌǇŶ;ϮϬϬϯͿ͘ΗZĞĚƵĐƚŝŽŶŽĨƐĐĂƌ
ĨŽƌŵĂƚŝŽŶ ŝŶ ĨƵůůͲƚŚŝĐŬŶĞƐƐ ǁŽƵŶĚƐ ǁŝƚŚ ƚŽƉŝĐĂů ĐĞůĞĐŽǆŝď ƚƌĞĂƚŵĞŶƚ͘ΗtŽƵŶĚ ZĞƉĂŝƌ ZĞŐĞŶ
ϭϭ;ϭͿ͗ϮϱͲϯϰ͘
tŝůůǇĂƌĚ͕͘;ϮϬϭϴͿ͘ΗhŶůŽĐŬŝŶŐƚŚĞƐĞĐƌĞƚƐŽĨƐĐĂƌͲĨƌĞĞƐŬŝŶŚĞĂůŝŶŐ͘ΗEĂƚƵƌĞϱϲϯ;ϳϳϯϮͿ͗^ϴϲͲ^ϴϴ͘
tŝŵĂůĂǁĂŶƐĂ͕^͘:͘;ϭϵϵϳͿ͘ΗŵǇůŝŶ͕ĐĂůĐŝƚŽŶŝŶŐĞŶĞͲƌĞůĂƚĞĚƉĞƉƚŝĚĞ͕ĐĂůĐŝƚŽŶŝŶ͕ĂŶĚĂĚƌĞŶŽŵĞĚƵůůŝŶ͗
ĂƉĞƉƚŝĚĞƐƵƉĞƌĨĂŵŝůǇ͘ΗƌŝƚZĞǀEĞƵƌŽďŝŽůϭϭ;ϮͲϯͿ͗ϭϲϳͲϮϯϵ͘
tŝŶŬĞůŵĂŶŶ͕Z͘<͘ĂŶĚ͘^͘ƌĞĂƚŚŶĂĐŚ;ϭϵϳϯͿ͘ΗdŚĞDĞƌŬĞůĐĞůů͘Η:/ŶǀĞƐƚĞƌŵĂƚŽůϲϬ;ϭͿ͗ϮͲϭϱ͘
tŽĞƐƐŶĞƌ͕ :͘ &͕͘ :ƌ͘ ;ϭϵϵϭͿ͘ ΗDĂƚƌŝǆ ŵĞƚĂůůŽƉƌŽƚĞŝŶĂƐĞƐ ĂŶĚ ƚŚĞŝƌ ŝŶŚŝďŝƚŽƌƐ ŝŶ ĐŽŶŶĞĐƚŝǀĞ ƚŝƐƐƵĞ
ƌĞŵŽĚĞůŝŶŐ͘Η&ĂƐĞď:ϱ;ϴͿ͗ϮϭϰϱͲϮϭϱϰ͘
tŽũĐŝĞĐŚŽǁŝĐǌ͕<͕͘<͘'ůĞĚŚŝůů͕͘͘ŵďůĞƌ͕͘͘DĂŶŶŝŶŐĂŶĚ͘͘:ĂŚŽĚĂ;ϮϬϭϯͿ͘ΗĞǀĞůŽƉŵĞŶƚŽĨ
ƚŚĞŵŽƵƐĞĚĞƌŵĂůĂĚŝƉŽƐĞ ůĂǇĞƌŽĐĐƵƌƐ ŝŶĚĞƉĞŶĚĞŶƚůǇŽĨƐƵďĐƵƚĂŶĞŽƵƐĂĚŝƉŽƐĞƚŝƐƐƵĞĂŶĚ ŝƐ
ŵĂƌŬĞĚďǇƌĞƐƚƌŝĐƚĞĚĞĂƌůǇĞǆƉƌĞƐƐŝŽŶŽĨ&Wϰ͘ΗW>Ž^KŶĞϴ;ϯͿ͗Ϯϲ͘
tŽůďĞƌŐ͕͘^͘;ϮϬϬϳͿ͘ΗdŚƌŽŵďŝŶŐĞŶĞƌĂƚŝŽŶĂŶĚĨŝďƌŝŶĐůŽƚƐƚƌƵĐƚƵƌĞ͘ΗůŽŽĚZĞǀϮϭ;ϯͿ͗ϭϯϭͲϭϰϮ͘
tŽŶŐ͕^͘>͕͘D͘ĞŵĞƌƐ͕<͘DĂƌƚŝŶŽĚ͕D͘'ĂůůĂŶƚ͕z͘tĂŶŐ͕͘͘'ŽůĚĨŝŶĞ͕͘Z͘<ĂŚŶĂŶĚ͘͘tĂŐŶĞƌ
;ϮϬϭϱͿ͘ΗŝĂďĞƚĞƐƉƌŝŵĞƐŶĞƵƚƌŽƉŚŝůƐƚŽƵŶĚĞƌŐŽEdŽƐŝƐ͕ǁŚŝĐŚŝŵƉĂŝƌƐǁŽƵŶĚŚĞĂůŝŶŐ͘ΗEĂƚ
DĞĚϮϭ;ϳͿ͗ϴϭϱͲϴϭϵ͘
tŽŶŐ͕s͘t͕͘D͘^ŽƌŬŝŶ͕:͘W͘'ůŽƚǌďĂĐŚ͕D͘d͘>ŽŶŐĂŬĞƌĂŶĚ'͘͘'ƵƌƚŶĞƌ;ϮϬϭϭͿ͘Η^ƵƌŐŝĐĂůĂƉƉƌŽĂĐŚĞƐ
ƚŽĐƌĞĂƚĞŵƵƌŝŶĞŵŽĚĞůƐŽĨŚƵŵĂŶǁŽƵŶĚŚĞĂůŝŶŐ͘Η:ŝŽŵĞĚŝŽƚĞĐŚŶŽůϮϬϭϭ͗ϵϲϵϲϭϴ͘
tŽŽ͕^͘,͕͘^͘ZĂŶĂĚĞ͕͘͘tĞǇĞƌ͕͘͘ƵďŝŶ͕z͘ĂďĂ͕͘YŝƵ͕D͘WĞƚƌƵƐ͕d͘DŝǇĂŵŽƚŽ͕<͘ZĞĚĚǇ͕͘
͘ >ƵŵƉŬŝŶ͕ ͘ >͘ ^ƚƵĐŬǇ ĂŶĚ ͘ WĂƚĂƉŽƵƚŝĂŶ ;ϮϬϭϰͿ͘ ΗWŝĞǌŽϮ ŝƐ ƌĞƋƵŝƌĞĚ ĨŽƌ DĞƌŬĞůͲĐĞůů
ŵĞĐŚĂŶŽƚƌĂŶƐĚƵĐƚŝŽŶ͘ΗEĂƚƵƌĞϱϬϵ;ϳϱϬϮͿ͗ϲϮϮͲϲϮϲ͘
tŽŽĚ͕ ^͕͘ s͘ :ĂǇĂƌĂŵĂŶ͕ ͘ :͘ ,ƵĞůƐŵĂŶŶ͕ ͘ ŽŶŝƐŚ͕ ͘ ƵƌŐĂĚ͕ '͘ ^ŝǀĂƌĂŵĂŬƌŝƐŚŶĂŶ͕ ^͘ YŝŶ͕ >͘ ͘
ŝWŝĞƚƌŽ͕ ͘ ůŽǌĂ͕ ͘ ŚĂŶŐ ĂŶĚ ^͘ ,͘ ^ŚĂĨŝŬŚĂŶŝ ;ϮϬϭϰͿ͘ ΗWƌŽͲŝŶĨůĂŵŵĂƚŽƌǇ ĐŚĞŵŽŬŝŶĞ >Ϯ
;DWͲϭͿƉƌŽŵŽƚĞƐŚĞĂůŝŶŐŝŶĚŝĂďĞƚŝĐǁŽƵŶĚƐďǇƌĞƐƚŽƌŝŶŐƚŚĞŵĂĐƌŽƉŚĂŐĞƌĞƐƉŽŶƐĞ͘ΗW>Ž^KŶĞ
ϵ;ϯͿ͗Ğϵϭϱϳϰ͘
tŽŽĚ͕t͘͕͘D͘͘tŽŽĚ͕^͘͘tĞƌƚĞƌ͕:͘:͘DĞŶŶ͕^͘͘,ĂŵŝůƚŽŶ͕Z͘:ĂĐŽďǇĂŶĚ͘>͘ĞůůŽŶ;ϮϬϬϱͿ͘
ΗdĞƐƚŝŶŐĨŽƌůŽƐƐŽĨƉƌŽƚĞĐƚŝǀĞƐĞŶƐĂƚŝŽŶŝŶƉĂƚŝĞŶƚƐǁŝƚŚĨŽŽƚƵůĐĞƌĂƚŝŽŶ͗ĂĐƌŽƐƐͲƐĞĐƚŝŽŶĂůƐƚƵĚǇ͘Η
:ŵWŽĚŝĂƚƌDĞĚƐƐŽĐϵϱ;ϱͿ͗ϰϲϵͲϰϳϰ͘
tŽŽĚůĞǇ͕͘d͕͘ :͘͘ŚĞŶ͕ :͘ W͘ <ŝŵ͕z͘ ^ĂƌƌĞƚ͕ d͘ /ǁĂƐĂŬŝ͕ z͘,͘<ŝŵĂŶĚ͘ :͘KΖ<ĞĞĨĞ ;ϭϵϵϯͿ͘ ΗZĞͲ
ĞƉŝƚŚĞůŝĂůŝǌĂƚŝŽŶ͘,ƵŵĂŶŬĞƌĂƚŝŶŽĐǇƚĞůŽĐŽŵŽƚŝŽŶ͘ΗĞƌŵĂƚŽůůŝŶϭϭ;ϰͿ͗ϲϰϭͲϲϰϲ͘
tƵ͕z͕͘z͘ŝŶŐ͕z͘dĂŶĂŬĂĂŶĚt͘ŚĂŶŐ;ϮϬϭϰͿ͘ΗZŝƐŬĨĂĐƚŽƌƐĐŽŶƚƌŝďƵƚŝŶŐƚŽƚǇƉĞϮĚŝĂďĞƚĞƐĂŶĚƌĞĐĞŶƚ
ĂĚǀĂŶĐĞƐŝŶƚŚĞƚƌĞĂƚŵĞŶƚĂŶĚƉƌĞǀĞŶƚŝŽŶ͘Η/Ŷƚ:DĞĚ^Đŝϭϭ;ϭϭͿ͗ϭϭϴϱͲϭϮϬϬ͘
zĂŵĂĚĂ͕E͕͘z͘<ĂƐŚŝŵĂĂŶĚd͘/ŶŽƵĞ;ϭϵϵϲͿ͘Η^ĐĂŶŶŝŶŐĞůĞĐƚƌŽŶŵŝĐƌŽƐĐŽƉǇŽĨƚŚĞďĂƐĂůƐƵƌĨĂĐĞŽĨƚŚĞ
ĞƉŝĚĞƌŵŝƐŽĨŚƵŵĂŶĚŝŐŝƚƐ͘ΗĐƚĂŶĂƚϭϱϱ;ϰͿ͗ϮϰϮͲϮϰϴ͘
zĂŶ͕͕͘y͘>ŝƵĂŶĚ^͘t͘'ƵŽ;ϮϬϭϵͿ͘ΗEĞƵƌŽƉĞƉƚŝĚĞƐ^ƵďƐƚĂŶĐĞWĂŶĚĂůĐŝƚŽŶŝŶ'ĞŶĞZĞůĂƚĞĚWĞƉƚŝĚĞ
ĐĐĞůĞƌĂƚĞƚŚĞĞǀĞůŽƉŵĞŶƚĂŶĚ&ŝďƌŽŐĞŶĞƐŝƐŽĨŶĚŽŵĞƚƌŝŽƐŝƐ͘Η^ĐŝZĞƉϵ;ϭͿ͗ϬϭϵͲϯϵϭϳϬ͘
zĂŶŐ͕>͕͘^ ͘^ ĞƌĂĚĂ͕D͘&ƵũŝŵŽƚŽ͕D͘dĞƌĂŽ͕z͘<ŽƚŽďƵŬŝ͕^ ͘<ŝƚĂďĂ͕^ ͘DĂƚƐƵŝ͕͘<ƵĚŽ͕d͘EĂŬĂ͕,͘DƵƌŽƚĂ
ĂŶĚ/͘<ĂƚĂǇĂŵĂ;ϮϬϭϮͿ͘ΗWĞƌŝŽƐƚŝŶĨĂĐŝůŝƚĂƚĞƐƐŬŝŶƐĐůĞƌŽƐŝƐǀŝĂW/ϯ<ͬŬƚĚĞƉĞŶĚĞŶƚŵĞĐŚĂŶŝƐŵ
ŝŶĂŵŽƵƐĞŵŽĚĞůŽĨƐĐůĞƌŽĚĞƌŵĂ͘ΗW>Ž^KŶĞϳ;ϳͿ͗Ğϰϭϵϵϰ͘
zĂŶŐ͕͕͘z͘ŚĂŶŐ͕Z͘ŚĞŶ͕z͘,ƵĂŶŐ͕>͘:ŝ͕&͘^ƵŶ͕d͘,ŽŶŐĂŶĚ^͘ŚĂŶ;ϮϬϭϴͿ͘Η^ŝŵƉůĞƚĞƐƚƐƚŽƐĐƌĞĞŶ
ĨŽƌĚŝĂďĞƚŝĐƉĞƌŝƉŚĞƌĂůŶĞƵƌŽƉĂƚŚǇ͘ΗŽĐŚƌĂŶĞĂƚĂďĂƐĞ^ǇƐƚZĞǀϮϬϭϴ;ϳͿ͗ϬϭϬϵϳϱ͘
zĞŽŵĂŶƐ͕͘͕͘s͘WŝƌĞĐĂŶĚ,͘<͘WƌŽƵĚĨŝƚ;ϭϵϵϲĂͿ͘ΗEŽĐŝĐĞƉƚŝǀĞƌĞƐƉŽŶƐĞƐƚŽŚŝŐŚĂŶĚůŽǁƌĂƚĞƐŽĨ
ŶŽǆŝŽƵƐ ĐƵƚĂŶĞŽƵƐ ŚĞĂƚŝŶŐ ĂƌĞ ŵĞĚŝĂƚĞĚ ďǇ ĚŝĨĨĞƌĞŶƚ ŶŽĐŝĐĞƉƚŽƌƐ ŝŶ ƚŚĞ ƌĂƚ͗ ďĞŚĂǀŝŽƌĂů
ĞǀŝĚĞŶĐĞ͘ΗWĂŝŶϲϴ;ϭͿ͗ϭϯϯͲϭϰϬ͘
zĞŽŵĂŶƐ͕͘͘ĂŶĚ,͘<͘WƌŽƵĚĨŝƚ;ϭϵϵϲďͿ͘ΗEŽĐŝĐĞƉƚŝǀĞƌĞƐƉŽŶƐĞƐƚŽŚŝŐŚĂŶĚůŽǁƌĂƚĞƐŽĨŶŽǆŝŽƵƐ
ĐƵƚĂŶĞŽƵƐ ŚĞĂƚŝŶŐ ĂƌĞ ŵĞĚŝĂƚĞĚ ďǇ ĚŝĨĨĞƌĞŶƚ ŶŽĐŝĐĞƉƚŽƌƐ ŝŶ ƚŚĞ ƌĂƚ͗ ĞůĞĐƚƌŽƉŚǇƐŝŽůŽŐŝĐĂů
ĞǀŝĚĞŶĐĞ͘ΗWĂŝŶϲϴ;ϭͿ͗ϭϰϭͲϭϱϬ͘
zŽŶĞĚĂ͕<͕͘d͘EĂŬĂŐĂǁĂ͕K͘d͘>ĂǁƌĞŶĐĞ͕:͘,ƵĂƌĚ͕d͘ĞŵŝƚƐƵ͕z͘<ƵďŽƚĂĂŶĚZ͘͘WƌĞƐůĂŶĚ;ϮϬϭϮͿ͘
Η/ŶƚĞƌĂĐƚŝŽŶŽĨƚŚĞƉƌŽĨŝůĂŐŐƌŝŶEͲƚĞƌŵŝŶĂůĚŽŵĂŝŶǁŝƚŚůŽƌŝĐƌŝŶŝŶŚƵŵĂŶĐƵůƚƵƌĞĚŬĞƌĂƚŝŶŽĐǇƚĞƐ
ĂŶĚĞƉŝĚĞƌŵŝƐ͘Η:/ŶǀĞƐƚĞƌŵĂƚŽůϭϯϮ;ϰͿ͗ϭϮϬϲͲϭϮϭϰ͘
zŽŽŶ͕^ ͘K͕͘W͘ĂƐĂĐĐŝĂͲŽŶŶĞĨŝů͕͘ĂƌƚĞƌĂŶĚD͘s͘ŚĂŽ;ϭϵϵϴͿ͘ΗŽŵƉĞƚŝƚŝǀĞƐŝŐŶĂůŝŶŐďĞƚǁĞĞŶdƌŬ
ĂŶĚƉϳϱŶĞƌǀĞŐƌŽǁƚŚĨĂĐƚŽƌƌĞĐĞƉƚŽƌƐĚĞƚĞƌŵŝŶĞƐĐĞůůƐƵƌǀŝǀĂů͘Η:EĞƵƌŽƐĐŝϭϴ;ϵͿ͗ϯϮϳϯͲϯϮϴϭ͘
zŽƚƐƵ͕Z͘Z͕͘E͘D͘WŚĂŵ͕D͘KĞ͕d͘EĂŐĂƐĞ͕,͘^ĂŶĂĚĂ͕,͘,ĂƌĂ͕^͘&ƵŬƵĚĂ͕:͘&ƵũŝƚĂŶŝ͕Z͘zĂŵĂŵŽƚŽͲ
,ŽŶĚĂ͕ ,͘ <ĂũŝŽ͕D͘EŽĚĂ ĂŶĚ d͘ dĂŵĂŬŝ ;ϮϬϭϰͿ͘ ΗŽŵƉĂƌŝƐŽŶ ŽĨ ĐŚĂƌĂĐƚĞƌŝƐƚŝĐƐ ĂŶĚ ŚĞĂůŝŶŐ
ZĠĨĠƌĞŶĐĞƐďŝďůŝŽŐƌĂƉŚŝƋƵĞƐ 
ϭϴϬ
 
ĐŽƵƌƐĞ ŽĨ ĚŝĂďĞƚŝĐ ĨŽŽƚ ƵůĐĞƌƐ ďǇ ĞƚŝŽůŽŐŝĐĂů ĐůĂƐƐŝĨŝĐĂƚŝŽŶ͗ ŶĞƵƌŽƉĂƚŚŝĐ͕ ŝƐĐŚĞŵŝĐ͕ ĂŶĚ ŶĞƵƌŽͲ
ŝƐĐŚĞŵŝĐƚǇƉĞ͘Η:ŝĂďĞƚĞƐŽŵƉůŝĐĂƚŝŽŶƐϮϴ;ϰͿ͗ϱϮϴͲϱϯϱ͘
ŚĂŶŐ͕y͕͘ :͘,ƵĂŶŐĂŶĚW͘͘DĐEĂƵŐŚƚŽŶ ;ϮϬϬϱͿ͘ΗE'&ƌĂƉŝĚůǇ ŝŶĐƌĞĂƐĞƐŵĞŵďƌĂŶĞĞǆƉƌĞƐƐŝŽŶŽĨ
dZWsϭŚĞĂƚͲŐĂƚĞĚŝŽŶĐŚĂŶŶĞůƐ͘ΗŵďŽ:Ϯϰ;ϮϰͿ͗ϰϮϭϭͲϰϮϮϯ͘
ŚĂŽ͕ :͕͘ z͘ zĂŽ͕ ͘ yƵ͕ ͘ ŚĞŶŐ ĂŶĚ Y͘ yƵ ;ϮϬϭϭͿ͘ ΗǆƉƌĞƐƐŝŽŶ ŽĨ 'WͲϰϯ ŝŶ ĨŝďƌŽďůĂƐƚ ĐĞůů ůŝŶĞƐ
ŝŶĨůƵĞŶĐĞƐƚŚĞŽƌŝĞŶƚĂƚŝŽŶŽĨĐĞůůĚŝǀŝƐŝŽŶ͘Η/Ŷƚ:ĞǀEĞƵƌŽƐĐŝϮϵ;ϰͿ͗ϰϲϵͲϰϳϰ͘
ŚĂŽ͕Z͕͘,͘>ŝĂŶŐ͕͘ůĂƌŬĞ͕͘:ĂĐŬƐŽŶĂŶĚD͘yƵĞ;ϮϬϭϲͿ͘Η/ŶĨůĂŵŵĂƚŝŽŶŝŶŚƌŽŶŝĐtŽƵŶĚƐ͘Η/Ŷƚ:
DŽů^Đŝϭϳ;ϭϮͿ͘
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Bien que la quantité de protéine déposée par puits en western-blot soit similaire entre les 
échantillons (30μg), en raison des différentes étapes (migration, transfert, incubation des 
anticorps, réaction enzymatique pour la révélation) il peut y avoir des variations de la quantité 
finale de protéines présentes et détectées sur la membrane. Afin de faire abstraction de ces 
variations, les résultats de western-blot présentés en graphiques ont été normalisés avec le signal 
obtenu par Rouge Ponceau, qui est plus représentatif de la quantité de protéine sur la membrane 
pour chaque groupe. En effet on constate que l’actine (protéine fréquemment utilisée en 
western-blot) est proportionnellement plus présente dans le lysat protéique obtenu après lésion 
que dans le tissu non lésé à J0, quelques soit le groupe (Figure 55). 
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Les échantillons de peau « J0 non lésé » ont été prélevés sur peau dite « non lésée » à 4 et 8 
semaines dans tous les groupes. En raison de l’agressivité croissante des C57Bl6 contrôles avec 
l’âge, en particulier à 16 semaines d’âge [Puglisi-Allegra et al. 1985], la peau dite « non lésée » 
des C8wk (qui sont âgées de 16 semaines) comportait systématiquement des cicatrices de 
morsures (Figure 56). Les résultats obtenus pour certains marqueurs protéiques (RAMP1, SP, 
NK1R) semblent donc directement impactés, et souvent augmenté à J0, comparativement au J0 
des C4wk. Il est donc difficile de pouvoir discerner l’effet de l’âge ou de la sévérité de la 
neuropathie dans les groupes 8wk. Les résultats présentés ici n’ont donc pas été pris en compte, 
mais permettent tout de même d’observer des tendances similaires aux groupes 4wk. 
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ZW͘:ĨĐŽƌƌĞƐƉŽŶĚĂƵũŽƵƌĚĞͨĨĞƌŵĞƚƵƌĞͩĚĞůĂůĠƐŝŽŶ͕ƐŽŝƚ:ϭϵƉŽƵƌůĞƐϴǁŬĞƚ:ϮϳƉŽƵƌůĞƐϴǁŬ͘ă&ͬ
ǆƉƌĞƐƐŝŽŶƌĞůĂƚŝǀĞĚĞƐƐŝŐŶĂƵǆĞŶǁĞƐƚĞƌŶͲďůŽƚĚƵƉƌŽ'ZWƚŽƚĂů;ϭϰнϭϲŬĂͿ͕ZDWϭăϭϴŬĂ͕>ZƚŽƚĂů͕>Z
ŐůǇĐŽƐǇůĠĞƚZWŶŽƌŵĂůŝƐĠƐƉĂƌůĂƋƵĂŶƚŝƚĠƉƌŽƚĠŝƋƵĞƚŽƚĂůĞĞƐƚŝŵĠĞƉĂƌZŽƵŐĞWŽŶĐĞĂƵ͘ŶсϯƐŽƵƌŝƐƉĂƌ
ĐŽŶĚŝƚŝŽŶ͘DŽǇĞŶŶĞцĠĐĂƌƚͲƚǇƉĞ͘EKsăϮĨĂĐƚĞƵƌƐ͘>ĂĐŽŵƉĂƌĂŝƐŽŶĞŶƚƌĞůĞƐƉŽŝŶƚƐĚĞĐŝŶĠƚŝƋƵĞĚƵŐƌŽƵƉĞ
ĐŽŶƚƌƀůĞĞƐƚƌĞƉƌĠƐĞŶƚĠĞƉĂƌůĞƐĂĐĐŽůĂĚĞƐĚƵŚĂƵƚ͕ĐĞůůĞĚƵŐƌŽƵƉĞĚŝĂďĠƚŝƋƵĞƉĂƌůĞƐĂĐĐŽůĂĚĞƐĚƵďĂƐ͘>ĞƐ
ĠƚŽŝůĞƐƉƌğƐĚĞƐĐŽƵƌďĞƐƌĞƉƌĠƐĞŶƚĞŶƚůĂĐŽŵƉĂƌĂŝƐŽŶĞŶƚƌĞϴǁŬĞƚϴǁŬăĐŚĂƋƵĞƉŽŝŶƚĚĞĐŝŶĠƚŝƋƵĞ͘'ͬ
/ŵŵƵŶŽƉƌĠĐŝƉŝƚĂƚŝŽŶĚĞZWĞƚŝŵŵƵŶŽĚĠƚĞĐƚŝŽŶĚĞZWĞƚZDWϭ͘
 
ŶŶĞǆĞƐ 
ϮϰϬ
 
Ϯ͘ ŝŶĠƚŝƋƵĞĚ͛ĞǆƉƌĞƐƐŝŽŶĚĞ^W͕E<ϭZ͕EW͕E'&͕ƉϳϱEdZ͕dƌŬĞƚ
ƉĠƌŝŽƐƚŝŶĞăϴƐĞŵĂŝŶĞƐ

&ŝŐƵƌĞϱϴ͘ǆƉƌĞƐƐŝŽŶƉƌŽƚĠŝƋƵĞĚĞ^W͕E<ϭZ͕EWE'&͕ƉϳϱEdZ͕dƌŬĞƚƉĠƌŝŽƐƚŝŶĞĚĂŶƐůĂƉĞĂƵŶŽŶůĠƐĠĞĞƚ
ĚƵƌĂŶƚůĂĐŝĐĂƚƌŝƐĂƚŝŽŶĚĞů͛ƵůĐğƌĞĚĞƉƌĞƐƐŝŽŶŝŶĚƵŝƚĐŚĞǌůĞƐƐŽƵƌŝƐĐŽŶƚƌƀůĞƐĞƚĚŝĂďĠƚŝƋƵĞƐϴǁŬ͘
͕͕/ͬtĞƐƚĞƌŶͲďůŽƚƐƌĞƉƌĠƐĞŶƚĂƚŝĨƐĚ͛ĞǆƚƌĂŝƚƐƉƌŽƚĠŝƋƵĞƐĚĞƉĞĂƵƚŽƚĂůĞĂǀĞĐĂŶƚŝĐŽƌƉƐĂŶƚŝͲ^W͕E<ϭZ͕EW
E'&͕ƉϳϱEdZ͕dƌŬĞƚƉĠƌŝŽƐƚŝŶĞ͘:ĨĐŽƌƌĞƐƉŽŶĚĂƵũŽƵƌĚĞͨĨĞƌŵĞƚƵƌĞͩĚĞůĂůĠƐŝŽŶ͕ƐŽŝƚ:ϭϵƉŽƵƌůĞƐϴǁŬĞƚ
:ϮϳƉŽƵƌůĞƐϴǁŬ͘͕͕͕&͕'͕,͕:ͬǆƉƌĞƐƐŝŽŶƌĞůĂƚŝǀĞĚĞƐƐŝŐŶĂƵǆĞŶǁĞƐƚĞƌŶͲďůŽƚŶŽƌŵĂůŝƐĠƐƉĂƌůĂƋƵĂŶƚŝƚĠ
ƉƌŽƚĠŝƋƵĞƚŽƚĂůĞĞƐƚŝŵĠĞƉĂƌZŽƵŐĞWŽŶĐĞĂƵ͘ŶсϯƐŽƵƌŝƐƉĂƌĐŽŶĚŝƚŝŽŶ͘DŽǇĞŶŶĞцĠĐĂƌƚͲƚǇƉĞ͘EKsăϮ
ĨĂĐƚĞƵƌƐ͘>ĂĐŽŵƉĂƌĂŝƐŽŶĞŶƚƌĞůĞƐƉŽŝŶƚƐĚĞĐŝŶĠƚŝƋƵĞĚƵŐƌŽƵƉĞĐŽŶƚƌƀůĞĞƐƚƌĞƉƌĠƐĞŶƚĠĞƉĂƌůĞƐĂĐĐŽůĂĚĞƐĚƵ
ŚĂƵƚ͕ĐĞůůĞĚƵŐƌŽƵƉĞĚŝĂďĠƚŝƋƵĞƉĂƌůĞƐĂĐĐŽůĂĚĞƐĚƵďĂƐ͘>ĞƐĠƚŽŝůĞƐƉƌğƐĚĞƐĐŽƵƌďĞƐƌĞƉƌĠƐĞŶƚĞŶƚůĂ
ĐŽŵƉĂƌĂŝƐŽŶĞŶƚƌĞϴǁŬĞƚϴǁŬăĐŚĂƋƵĞƉŽŝŶƚĚĞĐŝŶĠƚŝƋƵĞ͘
 
 

 
ŶŶĞǆĞƐ 
Ϯϰϭ
 
ŶŶĞǆĞϱ͘ ƌƚŝĐůĞƌĠĚŝŐĠƐƵƌů͛ĞǆƉƌĞƐƐŝŽŶĚƵ'ZWĞƚĚĞƐŽŶƌĠĐĞƉƚĞƵƌ
ƉĞŶĚĂŶƚůĂĐŝĐĂƚƌŝƐĂƚŝŽŶĚĞů͛ƵůĐğƌĞĚĞƉƌĞƐƐŝŽŶĂǀĞĐůĞĚŝĂďğƚĞ͘

 
ŶŶĞǆĞƐ 
ϮϰϮ
 
 
ŶŶĞǆĞƐ 
Ϯϰϯ
 
ŶŶĞǆĞƐ 
Ϯϰϰ
 
ŶŶĞǆĞƐ 
Ϯϰϱ
 
ŶŶĞǆĞƐ 
Ϯϰϲ
 
ŶŶĞǆĞƐ 
Ϯϰϳ
 
ŶŶĞǆĞƐ 
Ϯϰϴ
 
ŶŶĞǆĞƐ 
Ϯϰϵ
 
ŶŶĞǆĞƐ 
ϮϱϬ
 
ŶŶĞǆĞƐ 
Ϯϱϭ
 
ŶŶĞǆĞƐ 
ϮϱϮ
 
ŶŶĞǆĞƐ 
Ϯϱϯ
 
ŶŶĞǆĞƐ 
Ϯϱϰ
 
ŶŶĞǆĞƐ 
Ϯϱϱ
 

